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Referat 
Der Hirninfarkt ist einer der drei häufigsten Todesursachen in Deutschland. Er wird 
durch eine Unterversorgung des Gewebes mit Sauerstoff und Nährstoffen, häufig 
infolge von Gefäßverschlüssen, ausgelöst. Die bisher einzige Therapiemöglichkeit 
ist die Thrombolyse. Deshalb sind neue Therapieansätze nötig. Voraussetzung dafür 
sind geeignete Modelle. 
In dieser Arbeit wurden zellbasierte Hypoxiemodelle etabliert und charakterisiert. Es 
wurde der Einfluss von Sauerstoff- und/oder Glucoseentzug an humanen primären 
Makrophagen untersucht. Für Screeninguntersuchungen wurden neuronale und 
periphere (Makrophagen) Zelllinien von Ratte und Mensch verwendet. Im zweiten 
Teil der Arbeit wurden die Modelle genutzt, um die Wirkung von Adenin, eine 
rezeptorvermittelte Therapieoption, und des Phytopharmakons STW5 auf mögliche 
protektive Wirkungen zu untersuchen. Es wurden zellbiologische (MTT-Test, LDH-
Test, DAPI-Färbung), immunologische (TNF-α- ELISA, immunhistochemische 
Färbung), elektrophysiologische (Patch Clamp-Technik) und molekularbiologische 
(RT-PCR, Real-Time-PCR) Methoden angewendet. 
Es wurde erstmals der Adeninrezeptor an den untersuchten Zelllinien nachgewiesen 
und der pharmakologische Hinweis für eine bisher unbekannte humane Variante des 
Rezeptors erbracht. An neuronalen Zellen kam es zu einer Rezeptorinteraktion 
zwischen Adenin- und Adenosin-A1-Rezeptor. Antagonisten am Adeninrezeptor 
scheinen zur Behandlung hypoxiebedingter Zellschäden geeignet zu sein.  
STW5 hemmte unter hypoxischen Bedingungen die TNF-α-Freisetzung humaner 
primärer Makrophagen. Der antiinflammatorischen Wirkung liegt die Blockierung 
erhöhter Kaliumströme zugrunde. An den untersuchten Zelllinien wirkte STW5 der 








„Alle Wissenschaft wäre überflüssig, wenn die Erscheinungsform und das 
Wesen der Dinge unmittelbar zusammenfielen.“ 
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# signifikant mit einer Wahrscheinlichkeit ≤ 0,05 
% Prozent 
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Peroxidase-Komplex 
AB-Serum Humanserum eines Spenders der Blutgruppe AB 
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cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat 
CD cluster of differentiation 
cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CGS-15943 A1R-Antagonist 




CPA N6-Cyclopentyladenosin, A1R-Agonist 
ct cycle treshold, engl. für Schwellenwertzyklus 
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LPS bakterielles Lipopolysaccharid 
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MAP-Kinase Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
max. maximal 
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 unregistered trade mark, engl. für unregistrierte Warenmarke 
O2 molekularer Sauerstoff 
O2- Superoxid-Radikalanion 
OD oxygen deprivation, engl. für Sauerstoffentzug 
OGD oxygen and glucose deprivation, engl. für Sauerstoff- und Glucoseentzug 






P2XX ionotrope Purinnukleotidrezeptor-Subtypen 
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PBS Phosphate buffered saline, engl. für phosphatgepufferte Saline 
PCR Polymerase chain reaction, engl. für Polymerase-Kettenreaktion 




PGE2 Prostaglandin E2 
PLC Phospholipase C 
PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat 
pmol Pikomol 
PP Phosphatpuffer nach Soerensen 
PSB 1115 A2BR-Antagonist 
PSB-01862 (PSB) Adeninrezeptorantagonist 
PSB-10 A3R-Antagonist 
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ROS reactive oxygen species, engl. für reaktive Sauerstoffspezies 
RPMI Rosswell Park Memorial Institute - Medium 
RT Raumtemperatur 
RT-PCR Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion 
S1 1. ATP-Applikation 
S2 2. ATP-Applikation 
SDS Natriumdodecylsulfat 
sec Sekunden 
SEM standard error mean, engl. für Standardfehler 
SH-SY5Y humane Neuroblastomzelllinie 
SOD Superoxid-Dismutase 
ßIII-Tubulin ß-Tubulin der Klasse III 
STW5 Forschungsname von Iberogast 
Tab. Tabelle 
THP-1 humane monozytäre Zelllinie 
TIA transiente ischämische Attacken 
TMB 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin 
TNBS Trinitrobenzoesulfonsäure 
TNF-α Tumornekrosefaktor α 
Tris-HCl Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Hydrochlorid 
TRP Transient Receptor Potential 
TRPC Transient Receptor Potential-Kanäle; klassische Familie 
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TRPM Transient Receptor Potential-Kanäle; Melastatinfamilie 
U Spannung 
u.a. unter anderem 
UV Ultraviolett 
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1.1 Hypoxie und ischämischer Infarkt 
Sauerstoff ist für den Organismus von essentieller Bedeutung. Die metabolische 
Energiegewinnung und das Aufrechterhalten des pH-Wertes funktioniert nur durch 
die Bereitstellung von ausreichend Sauerstoff. Der Körper besitzt im Falle eines 
Sauerstoffmangels allerdings Kompensationsmechanismen. Durch ein vermindertes 
Sauerstoffangebot werden vermehrt Erythrozyten gebildet [Guillemin & Krasnow 1997].  
Eine Sauerstoffunterversorgung tritt entweder infolge von Durchblutungsstörungen 
(Ischämie) oder einer verringerten Sauerstoffkonzentration im Blut (Hypoxie) auf. 
Abzugrenzen ist hierbei die Anoxie, das vollständige Fehlen von Sauerstoff 
[Nieber 1999]. Es werden vier Formen der Hypoxie unterschieden. Die verminderte 
Sauerstoffaufnahme durch pulmonale Erkrankungen oder in großer Höhe wird als 
hypoxische Hypoxie bezeichnet. Bei einer anämischen Hypoxie ist die 
Sauerstoffkapazität des Blutes durch einen geringen Hämoglobingehalt vermindert. 
Wird die Sauerstoffnutzung der Zelle durch chemische Substanzen gehemmt, 
spricht man von einer histotoxischen Hypoxie. Krankheiten wie koronare 
Herzkrankheit oder cerebrale und arterielle Verschlusskrankheiten gehen durch 
einen verminderten Blutfluss in unterschiedlichem Ausmaß mit einer 
Gewebshypoxie einher. Es besteht eine Minderversorgung von Gewebe mit 
Sauerstoff und eine Unterversorgung mit Nährstoffen. Diese Form wird als 
ischämische Hypoxie bezeichnet [Koch et al 2008].  
Das zentrale Nervensystem ist wegen seines hohen Energiebedarfs und seiner 
geringen Sauerstoffreserven besonders anfällig. Durch cerebrale 
Durchblutungsstörungen kommt es daher sehr schnell zu irreversiblen Schäden, die 
sich im Verlust von motorischen, geistigen und sozialen Fähigkeiten zeigen. 
 
1.1.1 Der ischämische Infarkt 
Der ischämische Hirninfarkt gehört zu den häufigsten Erkrankungen und ist nach 
Herzinfarkt und malignen Tumorerkrankungen die dritthäufigste Todesursache in 
Deutschland. Er ist eine der Hauptursachen für anhaltende Behinderungen im 
Erwachsenenalter [Leitlinien für Diagnostik und Therapie in der Neurologie 2008]. Risikofaktoren für das 
Auftreten eines Hirninfarktes sind Hypertonie, Herzrhythmusstörungen, ein früherer 
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Herzinfarkt, Diabetes mellitus, Hypercholesterinämie, Alkohol- und 
Nikotinmissbrauch, aber auch Alter, Geschlecht und genetische Veranlagung 
werden diskutiert [Mutschler et al. 2008].  
Ursache der Minderversorgung des Hirngewebes sind häufig (> 70 %) verengte 
Hirnarterien als Folge atherosklerotisch bedingter Wandveränderungen oder 
thrombotischer Verschlüsse [Leitlinien für Diagnostik und Therapie in der Neurologie 2008; 
Mutschler et al. 2008]. Dadurch kommt es zur Bildung von infarziertem Gewebe mit einem 
zentral gelegenen, irreversibel geschädigten Infarktkern. Dieser ist umgeben von 
ebenfalls minder durchblutetem, jedoch reversibel geschädigtem Gewebe, der so 
genannten ischämischen Penumbra [Schellinger & Fiebach 2003]. Die Folge ist eine 
Degeneration von Nervenzellen. Es kommt zum Ausfall von Funktionen der 
betroffenen Hirnregionen. Mögliche Symptome sind Sehstörungen, Schwindel, 
Gleichgewichts- und Koordinationsstörungen, Lähmungen (häufig einseitig), starker 
Kopfschmerz, Verwirrtheitszustände und Sprachstörungen.  
Die bisher einzige Therapiemöglichkeit besteht in der Rekanalisation der verengten 
Gefäße durch Thrombolyse [Schellinger et al. 2001]. Andere Behandlungsmöglichkeiten, 
wie der Einsatz von unfraktionierten Heparinen, brachten keinen Fortschritt 
[Adams et al. 2005]. Auch die Anwendung neuroprotektiver Wirkstoffe führte zu keinen 
befriedigenden Ergebnissen [Schellinger & Fiebach 2003].  
 
Die genaue Kenntnis schädigender wie auch endogener, protektiver Mechanismen 
ist für die Entwicklung einer Pharmakotherapie des Hirninfarktes essentiell. Seit 
Jahren ist die Aufklärung der Mechanismen hirninfarktbedingter Schäden an 
geeigneten Modellen und die Suche nach potentiell protektiven Wirkstoffen 
Gegenstand intensivster Forschung.  
 
1.1.2 Hypoxie 
Die Zelle verfügt über verschiedene Mechanismen der Registrierung des 
Sauerstoffgehalts und der Aktivierung endogener Effektoren zur 
Schadensminimierung.  
Eine Möglichkeit ist die Aktivierung der Effektoren auf direktem oder indirektem 
Wege durch die Desoxyformen verschiedener Häm-Proteine [Pinakoulaki et al. 2006], wie 
Hämoglobin, Myoglobin, Neuroglobin oder Cytoglobin. Hämoglobin ist in 
Erythrozyten lokalisiert und am Sauerstofftransport im Blut beteiligt [Berenbrink et al. 2000]. 
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Myoglobin dient in Herzmuskelzellen und in der quergestreiften Muskulatur als 
Sauerstoffpuffer, erleichtert die Sauerstoffdiffusion in die Mitochondrien und trägt zur 
Stickstoffmonoxid-Bildung unter Hypoxie bei [Pesce et al. 2002; Rassaf et al. 2007]. Neuroglobin 
wird im Nervensystem und in endokrinen Drüsen exprimiert. Wie Cytoglobin, 
welches in allen Gewebetypen zu finden ist, erleichtert es die Sauerstoffdiffusion in 
die Mitochondrien, ist in den Stickstoffmonoxid-Metabolismus involviert, kann aber 
auch als NADPH-Oxidase wirken [Pesce et al. 2002]. Es ist bekannt, dass Neuroglobin 
und Cytoglobin unter hypoxischen Bedingungen vermehrt exprimiert werden, was 
deren Rolle zur Aufrechterhaltung des Sauerstoffgleichgewichts unterstreicht 
[Hamdane et al. 2003; Fordel et al. 2004; Xiumei 2007].  
Die zweite Möglichkeit beruht auf der Eigenschaft von Wasserstoffperoxid 
Transkriptionsfaktoren, Ionenkanäle oder eisenenthaltende Proteine zu oxidieren. 
Wasserstoffperoxid wird durch Superoxid-Dismutasen (SODs) aus Superoxid-
Radikalanionen (O2-) gebildet. Das Superoxidradikalanion gehört zu den reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) und entsteht durch Ein-Elektronen-Reduktion aus 
Sauerstoff. Vermittelt wird dieser Prozess durch die NADPH-Oxidase oder im Q-
Zyklus der mitochondrialen Atmungskette durch Semiubichinon und ist in beiden 
Fällen von der endogenen Sauerstoffkonzentration abhängig [Chandel et al. 1998, 2000; 
Lopez-Barneo et al. 2001].  
An der Registrierung eines Sauerstoffmangels mit nachfolgender Aktivierung 
endogener Effektoren sind Ionenkanäle, Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoren 
sowie Ionen- und Glucosetransporter beteiligt [Lopez-Barneo et al. 2001]. 
Sauerstoffsensitive Kalium (K+)-, Natrium (Na+)- und Calcium (Ca2+)-Kanäle werden 
durch den Sauerstoffpartialdruck moduliert [Lopez-Barneo et al. 2001]. Elektrophysiologische 
Untersuchungen zeigten, dass es bei einer verminderten Sauerstoffzufuhr im Gehirn 
durch Schließung von Kaliumkanälen zu einer Membrandepolarisation kommt. 
Dadurch werden spannungsabhängige Calciumkanäle aktiviert und intrazelluläre 
Calciumspeicher geleert. Die erhöhte Calciumkonzentration beeinflusst die Funktion 
verschiedener Enzyme und die Freisetzung exzitatorischer Neurotransmitter, was 
zur Exzitotoxizität führt [Nieber 1999]. Auch eine Beeinflussung von Zellproliferation und 
Differenzierung über Aktivierung der Proteinkinase C sind die Folge [Larsen et al. 2004].  
Transkriptionsfaktoren werden ebenfalls durch Sauerstoffmangel beeinflusst. Der 
Hypoxie-induzierbare Transkriptionsfaktor (HIF) reguliert sowohl akute als auch 
chronische Reaktionen des Organismus bei Hypoxie [Walshe & D’Amore 2008]. HIF ist ein 
heterodimerer Transkriptionsfaktor, welcher aus den Untereinheiten HIF-1α und 
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HIF-1ß besteht [Heidbreder et al. 2003; Maynard et al. 2005]. Ist ausreichend Sauerstoff 
vorhanden, wird HIF-1α an Polyubiquitin gebunden und so dem proteosomalen 
Abbau zugeführt. Unter hypoxischen Bedingungen dimerisiert HIF-1α mit HIF-1ß 
und der nun funktionell aktive Transkriptionsfaktor HIF bindet an verschiedene 
Gene, die in ihrer Promotorregion so genannte Hypoxia-response-Elemente (HREs) 
besitzen [Camenish et al. 2001]. Produkte dieser Gene vermitteln die Wiederherstellung der 
Versorgung von Gewebe mit Sauerstoff und die Verminderung von 
Gewebeschäden. Die Expression von Erythropoetin (Epo) [Maxwell et al. 1993] und des 
Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF) [Liu et al. 1995] wird gesteigert. Die beiden 
Wachstumsfatoren stimulieren die Bildung von Erythrozyten bzw. die 
Vaskularisierung von Gewebe. Damit sind sie an der Adaption des Organismus an 
Sauerstoffmangelsituationen beteiligt. HIF beeinflusst auch Gene, deren Produkte 
an Glykolyse und Apoptose mitwirken [Fischer et al. 1997; Fedele et al. 2002; Greijer & van der Wall 2004]. 
 
Der Stoffwechsel von Zellen ist abhängig vom Sauerstoffangebot. Unter 
hypoxischen Bedingungen werden nach wenigen Minuten Glucose-1-Transporter in 
der Zellmembran aktiviert und zusätzlich Glucose-1- und Glucose-4-Transporter aus 
intrazellulären Vesikeln in die Plasmamembran transportiert, um die 
Energiegewinnung anzuregen [Lopez-Barneo et al. 2001].  
Der Ablauf der Glykolyse wird ebenfalls durch Sauerstoffmangel verändert 
[Jennings & Reimer 1991]. Ein Zwischenprodukt beim Abbau von Glucose zu Pyruvat ist 
Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP), welches durch die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) zu 1,3-Bisphosphoglycerat (1,3-BPG) oxidiert wird. 
Hierbei entstehen zwei Moleküle des Reduktionsäquivalentes NADH, die in die 
Mitochondrienmembran transportiert werden. Dort übertragen sie im Rahmen der 
Atmungskette ihre Elektronen auf den im Oxyhämoglobin gebundenen Sauerstoff 
und es entsteht Energie in Form von 32 Molekülen ATP (oxidative 
Phosphorylierung) [Voet et al. 2002].  
Während eines Sauerstoffmangels können die Reduktionsäquivalente nicht oxidiert 
werden und das Verhältnis NADH/NAD+ steigt. Es kommt zu einer Hemmung von 
Enzymen der Glykolyse und des Citratzyklus [Neely et al. 1976; Steenbergen et al. 1977]. Einen 
alternativen Weg der Energiegewinnung stellt die anaerobe Glykolyse dar. Laktat 
wird aus Pyruvat gebildet. Der Vorteil ist, dass während dieser durch die 
Laktatdehydrogenase (LDH) katalysierten Reaktion NADH zu NAD+ oxidiert wird und 
so für weitere Reaktionen zur Verfügung steht. Das entstandene Laktat wird über 
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das Blut zur Leber transportiert und dort zu Glucose umgesetzt. Die 
Energieausbeute der anaeroben Glykolyse liegt bei zwei Molekülen ATP. Dies ist 
jedoch sehr gering gegenüber einer vollständigen Oxidation von Glucose. Der 
größte Teil des ATP entsteht normalerweise während der Atmungskette, welche 
während einer Hypoxie faktisch nicht aktiv ist [Voet et al. 2002].  
Da eine Hypoxie zusätzlich mit einem verminderten Glucoseangebot assoziiert ist, 
stellt Glykogen das Hauptsubstrat der Glykolyse dar. Durch die Phosporylase wird 
es zu Glucose-1-phosphat umgewandelt. Sauerstoffmangel begünstigt dies, da 
unter diesen Bedingungen das Enzym in seine aktivere Form Phosporylase A 
konvertiert wird [Larner 1976]. Zusätzlich kommt es zu einer Akkumulation des 
Glykolyse-Zwischenproduktes Glucose-6-phosphat (G6P). Dieses wird ohne 
Energieverbrauch zu Fructose-6-phosphat (F6P) durch die 
Glucosephosphatisomerase umgewandelt. Die Umsetzung von F6P zu Fructose-
1,6-bisphosphat (FBP) durch die Phosphofructokinase geschieht unter Verbrauch 
von ATP. Da durch verringertes Sauerstoff- und Glucoseangebot ATP-Mangel 
herrscht, wird die Glykolyse an diesem Punkt gehemmt [Jennings & Reimer 1991]. Eine 
Übersicht über den Stoffwechsel unter aeroben und anaeroben Bedingungen ist in 





Abb. 1: Metabolismus unter aeroben und anaeroben Bedingungen (modifiziert nach [Voet et al. 2002]) 
Unter aeroben Bedingungen wird Glucose unter ATP-Verbrauch zu Glucose-6-phosphat 
(G6P) umgewandelt. G6P wird unter ATP-Verbrauch über Fructose-6-phosphat (F6P) zu 
Fructose-1,6-bisphosphat (FBP) umgesetzt. FBP wird zu Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) 
und Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) abgebaut. Die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) katalysiert die Oxidation von GAP zu 1,3-Bisphosphoglycerat 
(1,3-BPG) unter Reduktion von NAD+ zu NADH. NADH wird in die Mitochondrienmembran 
transportiert und 1,3-BPG wird in mehreren Schritten unter Generierung von ATP zu Pyruvat 
umgesetzt. Pyruvat wird über das Zwischenprodukt Acetyl-CoA in den Citratzyklus überführt, 
in dem weitere Reduktionsäquivalente wie NADH entstehen. Die Regeneration von NAD+ 
findet während der oxidativen Phosphorylierung in der Mitochondrienmembran statt. Unter 
Sauerstoffverbrauch wird Energie in Form von ATP gewonnen, CO2 und H2O entstehen als 
Nebenprodukte.  
Fehlt Sauerstoff, wird der Citratzyklus gehemmt und die oxidative Phosphorylierung 
eingestellt. In diesem Fall wird Pyruvat durch die Laktatdehydrogenase (LDH) zu Laktat 
umgewandelt (Milchsäuregärung). Während dieser Reaktion wird NAD+ regeneriert und 
kann in der Glykolyse wieder verwendet werden. Man spricht von der anaeroben Glykolyse 
(blauer Kreis). 
rote Pfeile: Umsatz von Energie in Form von ATP; grüne Pfeile: Reduktion von NAD+; 
schwarze, dicke Pfeile: Regeneration von NAD+. 
 
Sauerstoffmangel führt zu einer Hemmung der Atmungskette an der inneren 
Mitochondrienmembran. Die Atmungskette liefert durch oxidative Phosphorylierung 
den größten Teil der Energieausbeute. Grundlage ist die Übertragung von 
Elektronen auf Sauerstoff und der daraus resultierenden Translokation von Protonen 
aus der Matrix in den Intermembranraum. Ein Protonengradient wird aufgebaut, 
dessen elektrochemisches Potential die ATP-Synthase antreibt. Es entsteht Energie 
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in Form von ATP [Voet et al. 2002]. Fehlen Sauerstoffionen, kommt es zum 
Zusammenbruch des Protonengradienten und damit zum Energieverlust. Es werden 
proapoptotische Proteine aktiviert. Zusätzlich werden reaktive Sauerstoffspezies 
(ROS) gebildet, die ebenfalls zur Zellschädigung beitragen und zum Zelluntergang 
führen können [Greijer & van der Wall 2004]. 
 
1.1.3 Hypoxiemodelle  
Es existieren verschiedene Modelle für Untersuchungen der pathophysiologischen 
Mechanismen und des Einflusses von Wirkstoffen während einer Hypoxie. 
Tierexperimentell stehen in vivo-Modelle für globale cerebrale Ischämie, wie 
Aorten/Venenokklusion und Hypotensionsmodell sowie Modelle für fokale cerebrale 
Ischämie, wie Middle-Cerebral-Artery-Okklusionsmodell und Filamentmodell, zur 
Verfügung [Tamura et al. 1981; Traystman 2003; Harms et al. 2004; Graham et al. 2004; Carmichael 2005]. 
Als Alternative zu in vivo-Modellen dient das 1990 von Goldberg und Choi 
entwickelte in vitro-Modell des kombinierten Sauerstoff- und Glucoseentzugs OGD 
(Oxygen-Glucose-Deprivation). Das OGD-Modell beruht auf der Kultivierung von 
Zellen in einem glucosefreien, deoxygeniertem Medium. Es wurde ursprünglich für 
kortikale neuronale Zellkulturen entwickelt [Goldberg & Choi 1990; Goldberg & Choi 1993].  
Seitdem wurde es für verschiedene Fragestellungen angewendet und modifiziert. 
Der Sauerstoff wird meist durch hochinertes Argon oder Stickstoff verdrängt. Der 
Glucosemangel wird durch spezielle Pufferlösungen erzeugt. Glucosefreies Medium 
wie Lockes’-Puffer oder der Zusatz von Glykolyseinhibitoren wie 2-Deoxy-D-Glucose 
werden verwendet. Ein Waschschritt vor Beginn der Inkubation kann die 
Glucosereduktion verstärken [Meloni et al. 2001; Scheibner 2006]. 
Der entscheidende Vorteil des OGD-Modells ist die Variationsmöglichkeit der 
Versuchszeiten. Es lassen sich sowohl akute, fortschreitende als auch verzögerte 
Effekte einer ischämischen Hypoxie untersuchen. Weiterhin lässt sich das Modell 
leicht etablieren und auf unterschiedliche Zellkulturen und Gewebe anwenden. Es 
bietet, einmal etabliert, viele Anwendungsmöglichkeiten. Untersuchungen 
biochemischer Mechanismen während einer ischämischen Hypoxie oder die 
Testung von potentiell protektiven Pharmaka können durchgeführt werden. 
Nachteilig wirkt sich die Variabilität der Parameter der einzelnen OGD-Modelle, wie 
Verwendung unterschiedlicher Zellkulturen und anderer Inkubationszeiten, aus. 
Dadurch ist ein Vergleich verschiedener Ergebnisse schwer möglich [Meloni et al. 2001]. 
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1.1.4 Einfluss von Hypoxie auf neuronale Zellen  
Neurone haben einen besonders hohen Energiebedarf. Der enorme ATP-Verbrauch 
beruht in erster Linie auf der kontinuierlichen Erzeugung von Aktionspotentialen, 
welche mit enormen Einwärts- und Auswärtsströmen einhergehen. Die ionische und 
zelluläre Homöostase wird dabei durch die Natrium-Kalium-ATPase gewährleistet. 
Sie hält den Konzentrationsgradienten für Natrium sowie Kalium aufrecht und 
unterstützt indirekt die Aufnahme von Zuckern und Aminosäuren durch Transporter. 
Den größten Anteil an ATP benötigt die Proteinbiosynthese [Krnjevic 1999]. 
Kurzfristiger Sauerstoffentzug bewirkt an neuronalen Zellen Veränderungen des 
Membranpotentials. Es kommt zu einer frühen Depolarisation und anschließender 
Hyperpolarisation der Zellmembran. Die frühe Depolarisation ist durch einen Mangel 
an ATP begründet, welcher zu einer eingeschränkten Funktion der Natrium-Kalium-
ATPase führt. Dadurch kommt es zu einem Anstieg des extrazellulären Kaliums. 
Durch Öffnung eines spannungsabhängigen Natriumkanals erhöht sich die 
intrazelluläre Natriumkonzentration. Depolarisation und verstärkte Erregbarkeit der 
Zellen sind die Folge. Ein zusätzlicher Einfluss von Glutamat während der 
Ausbildung der Depolarisation wird ebenfalls diskutiert [Nieber 1999]. Die frühe 
Membrandepolarisation führt weiterhin zum Anstieg der intrazellulären 
Calciumkonzentration. Dies hat eine Öffnung von calciumabhängigen Kaliumkanälen 
zur Folge. Der ATP-Mangel bedingt anschließend die Hyperpolarisation der 
Zellmembran. ATP-abhängige Kaliumkanäle öffnen sich. Zusätzlich führt die erhöhte 
intrazelluläre Natriumkonzentration zur Öffnung von natriumabhängigen 
Kaliumkanälen. Die Hyperpolarisation ist ein Mechanismus der protektiven 
Gegenregulation. Die Erregbarkeit der Neurone wird verringert und die Ionen- und 
ATP-Homöostase wiederhergestellt [Nieber 1999; Krnjevic 1999]. Zusätzlich kommt es zu 
einer vermehrten Freisetzung von Adenosin, einem Abbauprodukt des ATPs. 
Adenosin vermindert die hypoxieinduzierte Depolarisation und trägt zur 
anschließenden Hyperpolarisation bei [Katchman & Hershkowitz 1993]. 
Durch Kombination von Sauerstoff- und Glucoseentzug wird die ATP-Synthese in 
den Mitochondrien und während der Glykolyse gehemmt. Nach einer kurzen 
Hyperpolarisation depolarisiert die Zellmembran zunächst leicht und dann sehr stark 
[Nieber 1999; Krnjevic 1999]. Der Ionengradient bricht zusammen, da die Natrium-Kalium-
ATPase durch den ATP-Mangel nicht aktiv werden kann. Dadurch steigt die 
intrazelluläre Natriumkonzentration. Es wird vermehrt Glutamat durch den Natrium-
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Glutamat-Cotransporter in den Extrazellulärraum gefördert. Die Aktivierung von N-
methyl-D-aspartat-Rezeptoren (NMDA-Rezeptoren) durch Glutamat führt zum 
Calciumeinstrom und damit zur dauerhaften Depolarisation. Dieser als 
Glutamattoxizität bezeichnete Effekt wird durch den Einstrom von Calcium und 
Natrium durch spannungsabhängige Kanäle und die Akkumulation von 
extrazellulärem Kalium verstärkt [Krnjevic 1999; Bickler & Donohoe 2002]. Der massive Anstieg 
der intrazellulären Calciumkonzentration führt zum Zelluntergang [Nicotera 2003]. 
 
1.1.5 Einfluss von Hypoxie auf Makrophagen 
Makrophagen kommen ubiquitär im Gewebe vor und sind Bestandteil der 
angeborenen Immunantwort. Die zur Phagozytose befähigten Zellen dienen der 
Antigen-Präsentation, haben antitumorale und antibakterielle Aktivität und 
sezernieren regulatorische Peptidfaktoren, Prostanoide und Enzyme [Nathan et al. 1980].  
Makrophagen entstehen aus Vorläuferzellen im Knochenmark und zirkulieren 
zunächst als Monozyten im Blut (Halbwertszeit ca. drei Tage), bevor sie ins Gewebe 
einwandern. Dort differenzieren sie zu Makrophagen und werden aktiviert. Unter 
pathophysiologischen Bedingungen wird ihre Bildung im Knochenmark gesteigert 
und Zirkulation sowie Austritt ins Gewebe werden beschleunigt. Es kommt zu einer 
Akkumulation von Makrophagen im betroffenen Gewebe [Lewis et al. 1999].  
Es ist bekannt, dass Makrophagen im hypoxischen bzw. ischämischen Gewebe 
akkumulieren und sehr schnell auf die verminderte Sauerstoff- und 
Nährstoffversorgung mit einer veränderten Genexpression und einem angepassten 
Metabolismus reagieren [Lewis et al. 1999; Murdoch et al. 2005].  
Während atherosklerotisch bedingter Wandveränderungen kommt es zur Infiltration 
der Gefäßwand durch Makrophagen [Ross 1999]. Die infiltrierenden Makrophagen 
internalisieren große Mengen an oxidiertem Low-Density-Lipoprotein (LDL) und 
werden zu so genannten Schaumzellen (foam cells) [de Villiers & Smart 1999]. In vitro-
Studien zeigten, dass Makrophagen unter Hypoxie die Expression von 
Lipoxygenase-2 steigern. Dieses Enzym ist an der Oxidation von LDL beteiligt 
[Rydberg et al. 2004]. Zusätzlich wird die Expression von Very-Low-Density-Lipoprotein-
Rezeptoren (VLDLR) hochreguliert [Nakazato et al. 1996, 2001]. Hypoxie triggert demnach 




Das Chemokin CXCL8, früher bekannt als Interleukin 8 (IL-8), ist in hypoxischen 
Makrophagen erhöht. Die Sekretion von CXCL8 führt zur Rekrutierung von T-Zellen 
und glatten Muskelzellen in die atherosklerotischen Läsionen und trägt damit zur 
Vergrößerung der Ablagerungen bei [Liu et al. 1997a; Boisvert et al. 2000; Rydberg et al. 2003].  
Weitere Proteine werden ebenfalls durch Hypoxie induziert, darunter die 
Wachstumsfaktoren Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) [Chen et al. 1999; 
Burke et al 2003; Sluimer et al. 2008] und der Platelet-derived Growth Factor (PDGF) 
[Ross et al. 1990] sowie die proinflammatorischen Zytokine Tumornekrosefaktor alpha 
(TNF-α) und Interleukin 1 (IL-1) [Tipping & Hancock 1993].  
Hypoxische Makrophagen wirken proangiogen, revaskularisierend, 
proinflammatorisch und proatherosklerotisch. Sie verfügen über Mechanismen, sich 
an die hypoxischen Bedingungen anzupassen [Burke et al. 2003]. In Abb. 2 sind 
Anpassungsmechanismen hypoxischer Makrophagen bzw. Effekte von Sauerstoff- 
und Nährstoffunterversorgung auf die Funktion von Makrophagen mit den 
wichtigsten beteiligten Proteinen zusammenfassend dargestellt. 
 
Abb. 2: Einfluss von Hypoxie auf den Metabolismus und die Funktion von Makrophagen 
(modifiziert nach [Lewis et al. 1999; Murdoch et al 2005]) 
Hypoxie führt zu einer erhöhten Produktion der Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIFs) 
[Sluimer et al. 2008] und damit zu einer veränderten Genexpression. Daraus resultiert eine 
gesteigerte Expression einiger Proteine, welche den Metabolismus und die Funktion 
hypoxischer Makrophagen (MØ) verändern. Dargestellt sind die beeinflussten Prozesse und 
die wichtigsten beteiligten Proteine. Fett: beeinflusste Prozesse; fett & kursiv: beteiligte 
Proteine. 
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor; iNOS: induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase, 
PDGF: Platelet-derived Growth Factor; GLUT-1: Glutamattransporter 1; OPR 150: Oxygen-
regulated Protein 150; VLDLR: Very-Low-Density-Lipoprotein-Rezeptor; CXCL8: Chemokin, 
früher IL-8; TNF-α: Tumornekrosefaktor alpha; IL-1: Interleukin 1. 
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1.2 Adenin und Adeninrezeptor 
Die Purinbase Adenin (6-Aminopurin) ist Bestandteil des Nukleosids Adenosin und 
der sich daraus ableitenden Nukleotide. Adenin wird aus Inosin-5’-Monophosphat 
(IMP) und Aspartat synthetisiert (De novo Biosynthese). Die freie Base entsteht 
während des RNA-Abbaus. Die Plasmakonzentration beträgt unter 
Normbedingungen 0,7 µM. Bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ist sie 
deutlich erhöht (1 µM) [Slominska et al. 2002]. Bisher war Adenin als Produkt des 
Intermediärstoffwechsels bekannt. In vitro-Untersuchungen an Purkinje-Zellen der 
Ratte zeigten trophotrope und neuroprotektive Effekte [Watanabe et al. 2003; Yoshimi et al. 2003]. 
2002 isolierten Bender und Mitarbeiter einen G-Protein gekoppelten Rezeptor 
(GPCR) aus dem Hirn der Ratte und identifizierten Adenin als endogenen Liganden 
[Bender et al. 2002]. Es wurde postuliert, dass es sich bei diesem Rezeptor um eine neue 
Klasse der Purinrezeptoren handelt. Da Adenin die Grundstruktur von Adenosin (P1-
Rezeptoren) und ADP bzw. ATP (P2-Rezeptoren) bildet, wurde die Bezeichnung P0 
für diese neue Klasse von Purinrezeptoren vorgeschlagen [Gorzalka et al. 2005]. 
Das Vorkommen der mRNA des Adeninrezeptors wurde im Zentralnervensystem 
und in peripheren Geweben der Ratte nachgewiesen. Eine moderate Expression 
konnte im Kortex, im Hypothalamus und in den peripheren Blutleukozyten gezeigt 
werden. Hohe Expressionsraten fanden sich in den kleinen Neuronen der 
Spinalganglien, weshalb eine Beteiligung des Adeninrezeptors an nozizeptiven 
Prozessen postuliert wurde [Bender et al. 2002; Matthews & Dickinson 2004].  
Durch Sättigungsexperimente mit [3H]-Adenin und kompetetiven Radioligand-
Bindungsstudien an kortikalen und striatalen Membranen der Ratte wurde eine hohe 
Dichte des Proteins des Adeninrezeptors (Bmax;Kortex 2,28 pmol/mg Protein, 
Bmax;Striatum 8,23 pmol/pg Protein) festgestellt [Gorzalka et al. 2005; Watanabe et al. 2005].  
Durch Vergleich der Aminosäuresequenzen wurde zwar ein Ortholog des 
Adeninrezeptors in der Maus (mArgA10) identifiziert, ein Vorkommen des Rezeptors 
im Menschen jedoch ausgeschlossen [Bender et al. 2002]. Für ein Vorkommen des 
Rezeptors im humanen System sprechen allerdings Radioligand-Bindungsstudien, 
die eine hohe spezifische Bindung von [3H]-Adenin an Membranpräparaten einer 
humanen Astrozytomazelllinie (1321N1) zeigten [Gorzalka et al. 2005]. Untersuchungen zur 
mRNA-Expression an Gewebeproben der Maus aus Gehirn, Leber, Niere und Milz 
weisen auf die Existenz eines zweiten Adeninrezeptor-Subtyps hin 
[von Kügelgen et al. 2008].  
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Es wurden von verschiedenen alkylierten und halogenierten Adeninderivaten die 
Affinitäten zum Adeninrezeptor untersucht. Die Affinität von Adenin beträgt an 
kortikalen Zellmembranen der Ratte 29,9 nM. Die untersuchten Derivate wiesen eine 
wesentlich geringere Affinität zum Rezeptor auf. Am besten wurde die 
Fluorsubstitution an Position 2 des Puringerüstes toleriert. Dieses Derivat war mit 
einem Ki-Wert von 0,62 µM 20fach niedriger affin als Adenin [Gorzalka et al. 2005]. 
Liganden an Adenosinrezeptoren wie Koffein, Theophyllin, DPCPX und NECA oder 
die Purinnukleotide ATP, ADP und AMP zeigten keine signifikante Bindung am 
Adeninrezeptor [Gorzalka et al. 2005; von Kügelgen et al. 2008]. Diese Untersuchungen 
unterstützen die Annahme, dass Adenin der endogene Ligand an diesem Rezeptor 
ist.  
Funktionelle Untersuchungen wurden bisher an Zellkulturen (murine 
Neuroblastoma x Rattenglioma-Zelllinie NG108-15) und stabil mit dem 
Adeninrezeptor transfizierten Zelllinien (CHO-Zellen) durchgeführt. In beiden 
Zellsystemen konnte Adenin die Adenylatcyclase, und damit die cAMP-
Akkumulation, konzentrationsabhängig inhibieren. Dieser Effekt war Pertussistoxin-
sensitiv. In nativen CHO-Zellen und in einer humanen Astrozytomazelllinie wurde die 
Aktivität der Adenylatcyclase gesteigert. Adenin stimulierte weiterhin die Bindung 
von [35S]GTPγS an transfizierten, jedoch nicht an nativen CHO-Zellen. Diese 
Untersuchungen bestätigen, dass es sich bei dem Adeninrezeptor um einen G-
Protein-gekoppelten Rezeptor handelt. Aufgrund der Sensitivität der beobachteten 
Effekte gegenüber Pertussistoxin wird die Kopplung an ein inhibitorisches G-Protein 
(Gi) angenommen [Bender et al. 2002; Gorzalka et al. 2005; Wengert et al. 2007]. 
Durch elektrophysiologische Untersuchungen an Pyramidenzellen der Schicht V des 
cingulären Kortexes der Ratte wurde eine konzentrationsabhängige und reversible 
Hemmung der synaptischen Transmission durch Adenin nachgewiesen. Adenin 
hemmte die Amplitude der postsynaptischen Potentiale (PSP-Amplitude), zeigte 
jedoch keinen Einfluss auf postsynaptische Parameter wie Membranpotential und 
Eingangswiderstand. Eine Hemmung der Glutamatfreisetzung in Kombination mit 
einer Verminderung der exzitatorischen synaptischen Transmission durch 
Aktivierung präsynaptisch lokalisierter Adeninrezeptoren wurde als Erklärung der 
beobachteten Effekte diskutiert [Sichardt 2008].  
Da unter Ischämie die Glutamatfreisetzung gesteigert ist und zum Zelluntergang 
beiträgt, könnte die Aktivierung des Adeninrezeptors zur Feinregulation der 
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glutamatergen synaptischen Transmission und zur Aufrechterhaltung des 
Gleichgewichts zwischen Energieverbrauch und -angebot beitragen. 
 
1.2.1 Interaktion von Adenin- und Adenosin-A1-Rezeptor 
Die physiologische, basale Konzentration von Adenosin im Extrazellulärraum beträgt 
25 – 250 nM. Unter ischämischen Bedingungen steigt sie auf 20 – 40 µM an 
[Latini & Pedata 2001]. Die erhöhte extrazelluläre Adenosinkonzentration führt unter diesen 
Umständen über die Aktivierung membranständiger Adenosin-A1-Rezeptoren zur 
Neuroprotektion [Fredholm 2007]. 
Der A1-Rezeptor ist einer von vier G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (A1, A2A, 
A2B, A3) aus der Klasse der P1-Rezeptoren. Die Aktivierung des Rezeptors führt 
über die Kopplung an ein Gi-Protein zur Inhibition der Adenylatcyclase (AC) 
[van Calker et al. 1979; Londos et al. 1980]. Zusätzlich wurde die Erhöhung cytosolischer 
Inositoltriphosphatkonzentrationen (IP3) durch Aktivierung der Phospholipase C 
(PLC) über die ß,γ-Untereinheit des G-Proteins beschrieben [Biber et al. 1997; 
Basheer et al. 2002]. Die Öffnung von Kaliumkanälen (K+-Kanäle) und die Inaktivierung von 
N-, P- und Q-Typ Calciumkanälen (Ca2+-Kanäle) wird durch die Aktivierung von A1-





Abb. 3: Aufbau und Signalwege des Adenosin-A1-Rezeptors 
Die Aktivierung des Adenosin-A1-Rezeptors (A1) im Extrazellularraum (EZR) führt über die α-
Untereinheit des an den A1 gekoppelten inhibitorischen G-Proteins (Gi) zu einer Hemmung 
der Adenylatcyclase (AC) und infolgedessen zu einer verminderten Produktion von 
cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP) im Intrazellularraum (IZR). Über die ß,γ-
Untereinheit des Gi-Proteins wird durch Aktivierung der Phospholipase C (PLC) die Bildung 
von Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphosphat (IP3) aus Phosphatidylinositoltriphosphat 
(PIP2) katalysiert. Dies führt zu einer Mobilisation von intrazellulärem Calcium (Ca2+-
Mobilisierung). Die Folge sind eine Inaktivierung von spannungsabhängigen Calcium (Ca2+)-
Kanälen und eine Öffnung von Kalium (K+)-Kanälen. 
 
Dem verminderten Calciumeinstrom folgt eine Reduktion der 
Neurotransmitterfreisetzung. Der erhöhte Kaliumstrom bewirkt postsynaptisch eine 
Hyperpolarisation. An Pyramidenzellen der Schicht V des cingulären Kortexes der 
Ratte wurde die präsynaptische Hemmung der glutamatergen synaptischen 
Transmission durch den A1-Rezeptor gezeigt. Postsynaptische Effekte wurden nicht 
registriert [Brand et al. 2001]. Unter pathophysiologischen Bedingungen wie Hypoxie oder 
Ischämie tragen die beschriebenen A1-vermittelten Effekte auf die synaptische 
Transmission zur Neuroprotektion bei [Dunwiddie & Masino 2001; Wardas 2002]. 
Sichardt zeigte durch elektrophysiologische Untersuchungen an Neuronen aus 
Gehirnen der Ratte eine Interaktion zwischen Adenin- und A1-Rezeptoren. Die 
Aktivierung des Adeninrezeptors verminderte den A1-vermittelten Effekt auf die 
synaptische Transmission, wenn beide Rezeptoren durch ihre Agonisten stimuliert 
wurden. Die Adenin-induzierte Hemmung der synaptischen Transmission wurde 
durch Blockade des A1-Rezeptors mit dem selektiven A1-Antagonisten 8-
Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin (DPCPX) nicht beeinflusst [Sichardt 2008]. Diese 
Befunde bestätigen die Bindungsstudien, die keine Affinität von DPCPX zum 
Adeninrezeptor zeigten [Gorzalka et al. 2005]. 
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2 Aufgaben- und Zielstellung  
Eine Unterversorgung des Gehirns mit Sauerstoff und Nährstoffen führt häufig zu 
einem Hirninfarkt. In dem direkt von der Hypoxie betroffenen Areal kommt es zu 
massivem Zelluntergang, das umliegende Gewebe (Penumbra) wird reversibel 
geschädigt und unterliegt funktionellen Veränderungen [Dirnagl et al. 1999]. Jeder fünfte 
Patient stirbt an den Folgen des ischämischen Hirninfarktes. Bisher gibt es keine 
befriedigende Therapiemöglichkeit [Leitlinien für Diagnostik und Therapie in der Neurologie 2008]. Die 
Suche nach neuen Behandlungsansätzen bzw. Wirkstoffen stellt daher ein zentrales 
Anliegen der modernen Schlaganfallforschung dar.  
 
Geeignete Modelle für ein Screening von potentiell protektiven Wirkstoffen bilden die 
Grundlage für die Erarbeitung neuer Therapieansätze. Die vorliegende Arbeit 
beschäftigte sich daher im ersten Teil mit der Etablierung zellbasierter in vitro-
Hypoxiemodelle.  
Da Makrophagen an der Progression atherosklerotischer Wandveränderungen und 
damit einer Ursache ischämischer Hirninfarkte beteiligt sind, wurden humane 
primäre Makrophagen sowie die humane Zelllinie THP-1 und die Zelllinie der Ratte 
NR8383 als Modell für Makrophagen unter Hypoxie charakterisiert. Um 
hypoxieinduzierte Schäden von Hirngewebe darzustellen, sollten außerdem die 
neuronalen Zelllinien SH-SY5Y (human) und B104 (Ratte) untersucht werden. 
Zur Charakterisierung der zellbasierten Hypoxiemodelle wurden: 
• an humanen primären Makrophagen zellbiologische, elektrophysiologische 
und immunologische Parameter bestimmt; 
• die verwendeten Zelllinien hinsichtlich zellbiologischer und morphologischer 
Parameter untersucht. 
 
Im zweiten Teil der Arbeit sollten ein endogener, potentiell protektiver, Ligand eines 
erst seit kurzem bekannten G-Protein-gekoppelten Rezeptors an den zellbasierten 
Hypoxiemodellen getestet sowie ein bereits lange in der Praxis eingesetztes 
Phytopharmakon untersucht werden. 
2002 wurde durch Bender und Mitarbeiter der Adeninrezeptor [Bender et al. 2002] 
entdeckt. Ein großer Teil dieser Arbeit widmete sich der Testung des potentiell 
 AUFGABEN- UND ZIELSTELLUNG 
 16
protektiven endogenen Wirkstoffs Adenin an den etablierten, zellbasierten 
Hypoxiemodellen. Dazu war es notwendig: 
• den Adeninrezeptor auf mRNA-Ebene sowie pharmakologisch in den 
Zelllinien der Ratte B104 und NR8383 nachzuweisen; 
• den pharmakologischen Nachweis für die Existenz einer humanen Variante 
des Adeninrezeptors in den Zelllinien SH-SY5Y und THP-1 zu erbringen; 
• den Einfluss von Adeninrezeptorliganden auf zellbiologische Parameter unter 
physiologischen und hypoxischen Bedingungen zu charakterisieren; 
• eine mögliche Interaktion von Adenin- und Adenosin-A1-Rezeptor zu 
untersuchen. 
STW5 ist ein bewährtes Phytopharmakon zur Behandlung gastrointestinaler 
Beschwerden und besitzt antiinflammatorische Eigenschaften. Um eine potentiell 
protektive Wirkung unter Hypoxie nachzuweisen, wurde im letzten Teil der Arbeit: 
• der Effekt von STW5 auf LPS-induzierte Veränderungen 
elekrophysiologischer Parameter humaner primärer Makrophagen untersucht; 
• die antiinflammatorische Wirkung von STW5 unter hypoxischen Bedingungen 
an humanen primären Makrophagen nachgewiesen; 
• der Einfluss von STW5 auf zellbiologische Parameter humaner primärer 
Makrophagen, humaner Zelllinien (THP-1 und SH-SY5Y) sowie von Zelllinien 
der Ratte (NR8383 und B104) unter physiologischen und hypoxischen 
Bedingungen charakterisiert. 
 
Zur Bearbeitung der Aufgabenstellung wurden zellbiologische, immunologische, 
morphologische, molekularbiologische und elektrophysiologische Methoden 
angewandt. Der MTT-Test diente zur Untersuchung der Stoffwechselaktivität und 
der LDH-Test zur Untersuchung des Zelluntergangs. Zur Charakterisierung des 
Zelluntergangs wurde die DAPI-Färbung verwendet. Die TNF-α-Freisetzung wurde 
mit Hilfe eines ELISA bestimmt. Morphologische Veränderungen wurden nach 
immunhistochemischer Färbung lichtmikroskopisch und quantitativ mit Hilfe des 
Neurolucida-Systems beurteilt. Der molekularbiologische Nachweis der mRNA-
Expression des Adenin- bzw. des A1-Rezeptors erfolgte durch reverse Transkription 
und anschließende (nested)-Polymerasekettenreaktion (PCR). Die relative 
Genexpression des Adeninrezeptors wurde mittels Real-Time-PCR bestimmt. 
Elektrophysiologische Untersuchungen erfolgten mit Hilfe der Patch Clamp-Technik. 
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Zur Erzeugung von in vitro-Hypoxie fand das Oxygen-Glucose-Deprivations-Modell 
(OGD) Anwendung. Hypoxische Bedingungen wurden durch Entzug von Sauerstoff 
(Beutelmethode, Multigasinkubator) und/oder Glucose (Verwendung eines 
speziellen Puffers) induziert.  
Die Arbeiten zum pharmakologischen Nachweis des Adeninrezeptors und der 
Wirkung von Adeninrezeptorliganden an den humanen Zelllinien SH-SY5Y und 
THP-1 entstanden in Zusammenarbeit mit Marcus Bloßfeld im Rahmen einer 
Diplomarbeit. Einen Teil der Untersuchungen zur Wirkung von STW5 auf 
elektrophysiologische Parameter humaner primärer Makrophagen führte Juliane 
König im Rahmen ihrer Diplomarbeit durch. 
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AB-Serum PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
Adeninhydrochlorid Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Agarose Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD 
Aqua bidest. Aqua B. Braun B. Braun Melsungen AG, Melsungen, BRD 
ATP Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
BD OptEIA Reagent Set B BD Biosciences, San Diego, CA, USA 
BD OptEIA Set Human TNF BD Biosciences, San Diego, CA, USA 
BSA Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Calciumchlorid (CaCl2 x 2 H2O) Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Coomassie-Brilliantblau G250 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD 
CPA Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, BRD 
DAB Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
DAPI-Eindeckmedium Roti-Mount 
FluorCare DAPI 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4 x 
12 H2O) 
Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
DMEM/Ham's-F12 PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
DMF Grüssing GmbH, Filsum, BRD 
DNA-Längenstandard (1kb, 100 bp) Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD 
DNase I Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD 
dNTP-Mix Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD 
DPCPX Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
EGTA Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Entallan Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD 
Ethanol (EtOH) Grüssing GmbH, Filsum, BRD 
Ethidiumbromid Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD 
Ficoll-Paque Pharmacia Biotech, Freiburg, BRD 
Fötales Kälberserum (FKS) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
Glucose Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Wasserstoffperoxid (H2O2) Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
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Substanz Firma 
Haemaccel Hoechst, Frankfurt, BRD 
HEPES AppliChem GmbH, Düsseldorf, BRD 
Kaliumchlorid (KCl) Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Kobaltchlorid (CoCl2) Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
L-Glutamin PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
LPS E.coli Serotyp 055B5 Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Magnesiumchlorid (MgCl2 anhydr.) Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Maxima SYBR Green/ROX qPCR 
Master Mix (2x) 
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD 
MEM Vitamine (10x) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
MTT Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Natriumhydroxid (NaOH) Grüssing GmbH, Filsum, BRD 
Natriumpyruvat PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
NGS PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
NHS PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
Nichtessentielle Aminosäuren (NEAAs) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
Nickelammoniumsulfat (Ni(NH4)SO4) Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Penicillin/Streptomycin (P/S) Biochrom AG, Berlin, BRD 
PFA Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Phosphorsäure (85 %) Grüssing GmbH, Filsum, BRD 
PMA Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
PSB-01862 freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. C.E. 
Müller, Pharmazeutisches Institut, Universität Bonn 
QIAGEN RNeasy Mini Kit QIAGEN GmbH, Hilden BRD 
RevertAid H Minus First Strand cDNA 
Synthesis Kit 
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD 
RPMI 1640  PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
Salzsäure (HCl) Grüssing GmbH, Filsum, BRD 
SDS  Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Staurosporin Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
STW5 Steigerwald Arzneimittelwerk GmbH, Darmstadt, BRD 
Taq-Polymerase Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD 
TBE-Puffer (10fach) Bio-Rad Laboratories GmbH, München, BRD 
Tris-HCl Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD 
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Substanz Firma 
Trypanblau Chemapol, Prag, Tschechische Republik 
VECTASTAIN® Elite ABC Kit VECTOR Laboratories Inc, Burlingame, CA, USA 
3.1.2 Materialien 
Material Firma 
24-well Zellkulturplatten Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, BRD 
96-well Zellkulturplatten Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz 
Combitips plus (verschiedene Volumina) Eppendorf AG, Hamburg, BRD 
Deckgläschen Ø 13 mm Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, BRD 
Deckgläschen Ø 30 mm Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim, BRD 
ELISA-Mikrotiterplatten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, BRD 
Gasgemisch (94 % N2, 5 % CO2, 1 % O2) AirLiquide Deutschland GmbH, Berlin, BRD 
Glasflaschen Schott AG, Mainz, BRD 
Glaskapillaren aus Borosilikat GB 150F-8P Science Products GmbH, Hofheim, BRD 
Handschuhe SensoSkin SensoPharma GmbH, Kiefersfelden, BRD 
Kohlenstoffdioxid AirLiquide Deutschland GmbH, Berlin, BRD 
Kryoröhrchen Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, BRD 
Neubauerzählkammer Fein-Optik, Bad Blankenburg, BRD 
Objektträger Menzel-Gläser Thermo  Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Pasteurpipetten Dr. Ilona Schubert Laborfachhandel, Leipzig, BRD 
PCR-Platten (96-well) peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, BRD 
Pipettenspitzen (verschiedene Volumina) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, BRD 
Plastikspritzen Plastipak (50 ml) Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, BRD 
QIAshredder QIAGEN GmbH, Hilden, BRD 
Quarzglas Präzisionsküvetten Hellma Optik GmbH, Jena 
Reaktionsgefäße (verschiedene Volumina) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, BRD 
Reaktionsgefäße DNase/RNase-frei 
(verschiedene Volumina) 
Eppendorf AG, Hamburg, BRD 
Serologische Pipetten (verschiedene 
Volumina) 
Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, BRD 
Sterilfilter Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz 
Technischer Stickstoff AirLiquide Deutschland GmbH, Berlin, BRD 
Thermostabile Klebefolie Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, BRD 
Zellkulturbeutel VueLife Süd Laborbedarf, Gauting, BRD 
Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, BRD 
Zellkulturpetrischalen Ø 35 mm Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, BRD 
Zellschaber Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, BRD 
Zentrifugenröhrchen (15 ml, 50 ml) Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz 




A/D Wandler Digidata 1200 Axon Instruments, Sunnyvale, CA, USA 
Applikationssystem DAD-12 Superfusion 
System 
ALA Scientific Instruments, Farmingdale, NY, USA 
Begasungsbrutschrank BB6060 Heraeus Holding GmbH, Hanau, BRD 
Beutel Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD 
Coulter Counter Z2 Coulter Electronics, Krefeld, BRD 
Elektrophoresekammer  Bio-Rad Laboratories GmbH, München, BRD 
Elutriator J6-MC Rotor: JE 5.0; 
Standardkammer   
Beckman, München, BRD 
Geldokumentationsgerät (Gel Print 2000i) MWG Biotech, Ebersberg 
Inverses Mikroskop Nikon TE300 Nikon GmbH, Düsseldorf, BRD 
Kamera Nikon F601 Nikon GmbH, Düsseldorf, BRD 
Kamera SensiCam 12 BIT Cooled Imaging pco AG, Kelheim, BRD 
Kühl-Gefrier-Kombination Liebherr International, Biberach, BRD 
Laminar Flow Bank Biowizard Kojair UniEquip, Leipzig, BRD 
Manipulator MS 314 Märzhäuser Wetzlar GmbH und Co. KG, Wetzlar, 
BRD 
Mehrkanalpipette Transferpette S-8 Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, BRD 
Mikromanipulator 5171 Eppendorf, Hamburg, BRD 
Mikropipettenpuller Model P-97 Sutter Instruments Co., Novato, CA, USA 
Mikroskop Axiovert 40 C Carl Zeiss AG, Jena, BRD 
Mikroskop Leitz DMRD Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, BRD 
Multigasinkubator Sanyo Sales & Marketing Europe GmbH, München, 
BRD 
Multipette plus Eppendorf, Hamburg, BRD 
Neurolucida-System mbf Bioscience, Williston, VT, USA 
Oszilloskop HM407 HAMEG Instruments GmbH, Mainhausen, BRD 
Oxymeter Greisinger Electronics, Regenstauf 
pH-Meter Greisinger Electronics, Regenstauf 
Pipetten (verschiedene Volumina) Eppendorf, Hamburg, BRD 
Pipettierhilfe accu-jet pro Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, BRD 
Real-Time Thermocycler MyIQ Cycler Bio-Rad Laboratories GmbH, München, BRD 
Schläuche Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD 
Schüttelplatte JKA-VIBRAX-VXR Janke & Kunkel GmbH & Co. KG, Staufen, BRD 
Schweißgerät ME-400HI Hintze & Kunick GmbH, Berlin, BRD 
schwingungsgedämpfter Tisch Spindler & Hoyer, Göttingen, BRD 
Spektrophotometer Ultrospec 2000 Pharmacia Biotech, Cambridge, UK 
Stromversorgungsgerät Bio-Rad Laboratories GmbH, München, BRD 
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Gerät Firma 
Thermocycler MJ Mini Bio-Rad Laboratories GmbH, München, BRD 
Tiefkühltruhe -140°C Nalge Nunc International, Fairport, NY, USA 
UV/VIS-Spektrometer anthos Reader 2010 Anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld, BRD 
Ventile Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD 
Verbindungsstücke Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD 
Verstärker Axopatch 200B Axon Instruments, Sunnyvale, CA, USA 
Videomonitor WV-BM 1410 Panasonic, Hamburg, BRD 
Vortexer lab dancer VWR International GmbH, Darmstadt, BRD 
Vortexer Reax 2000 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 
Schwabach, BRD 
Vorverstärker CV203BU Headstage Axon Instruments, Sunnyvale, CA, USA 
Wasserbad MEMMERT GmbH & Co. KG, Schwabach, BRD 
Zentrifuge Biofuge pico UniEquip, Leipzig, BRD 
Zentrifuge HERMLE Z232K UniEquip, Leipzig, BRD 
Zentrifuge Rotixa 120RS Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, BRD 
3.1.4 Lösungen 
Lösungen für die Zellkultur 
 
Differenzierungsmedium für primäre Makrophagen 
RPMI 1640 supplementiert mit 
1 % NEAAs 
1 % Natriumpyruvat 
0,8 % P/S 
2 % L-Glutamin 
60 µM Mercaptoethanol 
0,02 g/ml NaHCO3  
2 % AB-Serum 
0,4 % Vitamine 
 
Kultivierungsmedium für primäre Makrophagen 
RPMI 1640 supplementiert mit 
1 % AB-Serum 
2 % P/S 
2 % L-Glutamin 
 
Kultivierungsmedium für die Zelllinie THP-1 
RPMI 1640 supplementiert mit 
10 % FKS 
1 % P/S 
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Differenzierungsmedium für die Zelllinie THP-1 
RPMI 1640 supplementiert mit 
10 % FKS 
1 % P/S 
0,1 µg/ml PMA 
 
Kultivierungsmedium für die Zelllinie SH-SY5Y 
DMEM/HAM’S F12 supplementiert mit 
15 % FKS 
1 % P/S 
1 % NEAAs 
 
Kultivierungsmedium für die Zelllinien B104 & NR8383 
DMEM/HAM’S F12 supplementiert mit 
15 % FKS 
1 % P/S 
 
Kryomedium 
Kulturmedium (DMEM/HAM’S F12 bzw. RPMI 1640) supplementiert mit 
10 % FKS 
1 % P/S 
 
Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS) 
150 mM NaCl 
8,8 mM Na2HPO4 x 12 H2O 
1,2 mM KH2PO4 
in Aqua bidest. (Aqua B. Braun), pH 7,4 
 
PBS/EDTA 




2 % Haemaccel 
in PBS/EDTA 
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Lockes’ Puffer 
154 mM NaCl 
5,6 mM KCl 
2,3 mM CaCl2 x 2 H2O 
1 mM MgCl2 anhydr. 
5 mM HEPES 
5 mM NaHCO3 
in Aqua dest., pH 7,2 
 
Lösungen für zellbiologische Tests 
 
MTT-Stammlösung 
3 mg/ml MTT in PBS 
 
MTT-Gebrauchslösung 
0,3 mg/ml MTT-Stammlösung in PBS 
 
SDS-Lysepuffer 
20 g SDS 
40 ml DMF 
in 100 ml Aqua dest., pH 4,7 
 
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) 
Katalysatorlösung: Diaphorase/NAD+-Mix 
Farbstoff/Substratlösung: INT/Natriumlaktat-Lösung 
unmittelbar vor Versuchsbeginn vereinigen  
 
Lösungen für Immunhistochemie und DAPI-Färbung 
 
Beschichten von Deckgläschen 
Poly-L-Lysin-Stammlösung: 20 µg/ml Poly-L-Lysin (30.0000-70.000 Da) in Aqua bidest. 
Poly-L-Lysin-Gebrauchslösung: 20 ng/ml Poly-L-Lysin in PBS 
Die Deckgläschen wurden für mindestens 2 h bei 37°C mit Poly-L-Lysin-Lösung inkubiert. 
Anschließend wurden sie dreimal mit PBS gewaschen.  
 
Fixierlösung 
4 % PFA in PBS 
 
Phosphatpuffer nach Soerensen (PP) 
8,8 mM Na2HPO4 x 12 H2O 
1,2 mM KH2PO4 
in Aqua bidest (Aqua B. Braun), pH 7,35 
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Immunhistochemische Blockierlösung 
0,3 % Triton X-100 
2 % Serum (NHS, NGS) in PP  
 
DAB-Entwicklungslösung (blaue Färbung) 
5 mg DAB 
150 µl 1 %ige CoCl2-Lösung  
120 µl 1 %ige Ni(NH4)SO4-Lösung 
14 µl 0,3 %ige H2O2-Lösung  
in 7 ml PP 
 
DAB-Entwicklungslösung (braune Färbung) 
5 mg DAB 
14 µl 0,3 %ige H2O2-Lösung  
in 7 ml PP 
 
Antikörper 
Antikörper Antigen Verdünnung Firma 
MAP-2 – Anti Microtubule-
Associated Protein 2 
(MAP2) aus dem Kaninchen 
MAP-2 1:500 Millipore Corporation, Temecula, 
CA, USA 




1:500 Promega Corporation, Madison, 
WI, USA 
biotinylated anti-rabbit IgG 
aus dem Esel 
IgG 
Kaninchen 
1:65 VECTOR Laboratories Inc, 
Burlingame, CA, USA 
biotinylated anti-mouse IgG 
aus dem Pferd 
IgG Maus 1:65 VECTOR Laboratories Inc, 
Burlingame, CA, USA 
 
Lösungen für proteinbiochemische Methoden 
 
Lyse-Puffer für Proteinbestimmung nach Bradford 
10 mM Tris-HCl 
0,1 mM EDTA x 2 H2O 
0,32 M Saccharose 
3 mM MgCl2 
0,5 % (v/v) Triton X-100 
in Aqua dest. 




250 mg Coomassie-Brilliantblau 
125 ml EtOH absolut 
250 ml Phosphorsäure (85 %) 
in 500 ml Aqua dest. 
Vor Gebrauch wurde das 5-fach-Konzentrat 1:5 verdünnt, 24 h stehengelassen und filtriert. 
 
BSA-Standardreihe 
0,0625 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml und 2 mg/ml BSA 
in Aqua dest. 
 
BD OptEIA Set Human TNF (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) 
bestehend aus 
Beschichtungsantikörper (Anti-human TNF) 
Detektionsantikörper (biotinyliertes Anti-human TNF) 
Enzymreagenz (Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat) 
Rekombinantem humanem TNF-α 
 
BD OptEIA Reagent Set B (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) 
Waschpuffer (10fach Konzentrat) 
Assaypuffer (Serumhaltiger Puffer) 
Beschichtungspuffer (0,1 M Natriumcarbonatpuffer, pH 9,5) 
Stopplösung (1 M Phosporsäure) 
Reagenz A (H2O2 in gepufferter Lösung) 
Reagenz B (TMB in organischem Lösungsmittel) 
 
TNF-α-Standardreihe 
7,8 pg/ml, 15,6 pg/ml, 31,3 pg/ml, 62,5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml und 500 pg/ml rekombinantes 
humanes TNF- α 
in Assaypuffer des BD OptEIA Reagent Set B 
 
Lösungen für molekularbiologische Methoden 
 
QIAGEN RNeasy Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, BRD) 
RLT-Puffer (Lysepuffer) 
RW1-Puffer (Waschpuffer) 
RPE-Puffer (Mercaptoethanolhaltiger Waschpuffer) 
RNase-freies Wasser 
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RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit  
(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, BRD) 
RevertAid (Reverse Transkriptase) 200 units/µl 
RiboLock (RNase-Inhibitor) 20 units/µl 
Reaktionspuffer (5fach) 
10 mM dNTP-Mix 
100 µM Oligo(dT)18 Primer 
DNase/RNase freies Wasser 
 
Lösungen für die Patch Clamp-Technik 
 
Badlösung (10-fach-Konzentrat) 
1,35 mM NaCl 
50 mM KCl 
10 mM MgCl2 anhydr. 
18 mM CaCl2 x 2 H2O 
100 mM HEPES 
100 mM Glucose 
in Aqua dest., pH 7,2 
Vor Gebrauch wurde das 10-fach-Konzentrat 1:10 verdünnt und der pH mit NaOH eingestellt. 
 
ATP-Lösung 
100 µM in Badlösung 
 
Pipettenlösung  
140 mM KCl 
3 mM MgCl2 anhydr. 
10 mM HEPES 
11 mM EGTA 
in Aqua dest., pH 7,2 
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3.1.5 Computerprogramme 
BLAST Search http://ncbi.nlm.nih.gov:80/BLAST/ 
Vergleich von Nukleinsäuresequenzen mit in GenBank abgelegten Sequenzen 
Clampex Axon Instruments, Sunnyvale, CA, USA  
Erfassung der elektrophysiologischen Messdaten 
Clampfit Axon Instruments, Sunnyvale, CA, USA  
Auswertung der elektrophysiologischen Messdaten 
Excel Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleißheim, BRD  
Statistische Auswertung von Daten 
GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
Sequenzdatenbank des National Center of Biotechnology Information (NCBI) 
MyIQ Bio-Rad Laboratories GmbH, München, BRD  
Erfassung der Daten der quantitativen Real-Time-PCR 
Neurolucida mbf Bioscience, Williston, VT, USA  
Erfassung der morphologischen Messdaten 
Neurolucida 
Explorer 
mbf Bioscience, Williston, VT, USA  
Auswertung der morphologischen Messdaten 
PowerPoint Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleißheim, BRD  
Erstellung von Abbildungen 
SigmaPlot SPSS GmbH Software, München, BRD  
graphische Darstellung von Daten in Diagrammen 
SIM4 http://pbil.univ-lyon1.fr/sim4.php 
Vergleich von cDNA mit genomischer DNA 
Word Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleißheim, BRD  
Textbearbeitung 
 MATERIAL UND METHODEN 
 29
3.2 Zellkultur 
3.2.1 Gewinnung, Differenzierung und Kultivierung humaner 
primärer Makrophagen 
Die humanen Monozyten wurden freundlicherweise von der AG Hauschildt, Abt. 
Immunologie, Institut für Biologie II, Universität Leipzig zur Verfügung gestellt. 
 
Separation humaner Monozyten 
Periphere mononukleäre Blutzellen (PBMCs) wurden aus buffy coat-Präparationen 
(Blutbank, Universität Leipzig) gesunder Spender durch Dichtegradientenzentrifu- 
gation gewonnen. Die Zellsuspension wurde in einem Verhältnis von 1:5 mit 
PBS/EDTA verdünnt und je 10 ml Ficoll-Paque® mit 30 ml der verdünnten 
Zellsuspension überschichtet. Nach der Zentrifugation (700 x g, 40 min, 21°C) wurde 
der Interphasering, welcher die PBMCs enthält, abgenommen. Die Zellen wurden 
zweimal mit kalter PBS/EDTA-Lösung gewaschen (430 x g, 10 min, 4°C) und 
anschließend in 100 ml PBS/EDTA/Haemaccel® aufgenommen. 
Die Monozyten wurden mit Hilfe der Gegenstromelutriation isoliert. Dazu wurden 
eine J6-MC-Zentrifuge und ein JE-5.0-Rotor mit Standardkammer verwendet. 
Vor jeder Isolierung wurden Kammer und Schläuche mit 70%igem (v/v) Alkohol 
desinfiziert, mit destilliertem Wasser und schließlich mit PBS/EDTA/Haemaccel® 
gespült. Die PBMCs wurden in PBS/EDTA/Haemaccel® in die Elutriationskammer 
eingeladen. Das Prinzip der Gegenstromelutriation beruht darauf, dass in der 
Kammer zwei entgegengesetzt gerichtete Kräfte auf die Zellen wirken. Die 
Zentrifugalkraft wirkt radial nach außen, der Gegenstrom des 
Zellsuspensionmediums ist radial nach innen gerichtet und wird über eine geeichte 
Schlauchpumpe gesteuert. Die Elutriation erfolgte bei konstanter 
Rotorgeschwindigkeit (3500 U/min) mit schrittweise steigender 
Durchflussgeschwindigkeit des PBS/EDTA/Haemaccel® von 23 ml/min bis 
50 ml/min. 
Es wurden folgende Zellpopulationen oder Zellgemische nacheinander in den steril 
abgenommenen Fraktionen separiert: Erythrozyten und Thrombozyten; B- und T-
Zellen; Monozyten und natürliche Killerzellen (NK-Zellen); Monozyten sowie 
Monozyten und Granulozyten. Mit Hilfe eines Coulter® Counter Z2 konnten Zellzahl 
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und Reinheit der einzelnen Fraktionen bestimmt werden. Abschließend wurden die 
Monozyten enthaltenden Fraktionen abzentrifugiert (400 x g, 8 min, 4°C). 
 
Differenzierung und Kultivierung humaner primärer Makrophagen 
Fraktionen mit einer Zellzahl von 1,2 – 2 x 107 und einem Monozytenanteil von 
≥ 80 % wurden in 30 ml Differenzierungsmedium (RPMI 1640; 1 % NEAA’s; 1 % 
Natriumpyruvat; 0,8 % P/S; 2 % L-Glutamin; 60 µM Mercaptoethanol; 5 % NaHCO3; 
2 % AB-Serum; 0,4 % Vitamine) in speziellen Zellkulturbeuteln aus Teflon über 5 bis 
7 Tage im Begasungsbrutschrank (37°C; 5 % CO2) zu primären Makrophagen 
ausdifferenziert. 
Nach erfolgter Differenzierung wurde die Zellsuspension des gekühlten 
Teflonbeutels in ein Zentrifugenröhrchen (50 ml) überführt und zentrifugiert (4°C; 
8 min, 2000 U/min). Das Zellpellet wurde in Kultivierungsmedium (RPMI 1640; 1 % 
AB-Serum; 2 % P/S; 2 % L-Glutamin) aufgenommen und ausgesät. Bis 
Versuchsbeginn wurden die Makrophagen im Begasungsbrutschrank (37°C; 5 % 
CO2) gelagert. 
 
3.2.2 Kultivierung und Differenzierung der Zelllinie THP-1 
THP-1 (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von AG Hauschildt, Abt. 
Immunologie, Institut für Biologie II, Universität Leipzig) ist eine humane monozytäre 
Leukämiezelllinie. Nach Behandlung mit Phorbolestern (PMA) differenzieren sie zu 
makrophagenähnlichen Zellen (Abb. 4) und dienen als Modell für humane 
Makrophagen mit dem Vorteil einer homogenen Population und einer größeren 
Verfügbarkeit im Vergleich zu primären Makrophagen [Tsuchiya et al. 1980, 1982; Auwerx 1991; 
Klegeris et al. 1997].  
 
Die THP-1-Zellen wurden in Zellkulturflaschen (75 cm2) in einem Medium 
(RPMI 1640; 10 % FKS; 1 % P/S) im Begasungsbrutschrank (37°C; 5 % CO2) 
kultiviert. Für die Stammhaltung wurden jeden dritten Tag 1,5 x 106 Zellen in eine 
neue Zellkulturflasche überführt. Vor Versuchsbeginn wurden die jeweilig für 
Erreichen einer Konfluenz erforderliche Anzahl von THP-1-Zellen in 
Differenzierungsmedium (RPMI 1640; 10 % FKS; 1 % P/S; 0,1 µg/ml PMA) 
aufgenommen und anschließend für 24 h im Begasungsbrutschrank (37°C; 5 % 
CO2) ausdifferenziert.  
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Abb. 4: Differenzierung von THP-1 Zellen 
Dargestellt ist die Differenzierung von THP-1 Zellen mit PMA (0,1 µg/ml; 24 h) im 
Phasenkontrastmikroskop (40fache Vergrößerung). Die undifferenzierten Zellen (A) sind 
kugelförmig und befinden sich in Suspension. Mit PMA stimulierte THP-1-Zellen (B) haben 
die kugelförmige Gestalt verloren, adhärieren und nehmen eine typische Makrophagengestalt 
mit charakteristischen Ausstülpungen (Pseudopodien) an. 
 
Für eine langfristige Lagerung wurden 2 x 106 Zellen in 1 ml Kryomedium 
(RPMI 1640; 10 % FKS; 7 % DMSO) aufgenommen, für 30 min bei 4°C gelagert und 
anschließend bei –140°C eingefroren. Die in Kryoröhrchen gelagerten Zellen wurden 
bei Bedarf in 37°C warmem Wasser aufgetaut, 5 ml Medium (RPMI 1640; 10 % 
FKS; 1 % P/S) aufgenommen und zentrifugiert (21°C; 5 min, 2000 U/min). Das 
Pellet wurde in Medium (RPMI 1640; 10 % FKS; 1 % P/S) resuspendiert und in 
Kulturflaschen (25 cm2) im Begasungsbrutschrank (37°C; 5 % CO2) für einen Tag 
kultiviert. Anschließend erfolgte die Kultivierung wie angegeben bis maximal 
Passage 35. 
 
3.2.3 Kultivierung der Zelllinie SH-SY5Y 
Bei der humanen Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y handelt es sich um einen Klon der 
Zelllinie SK-N-SH, welche 1970 aus dem Knochenmark einer vierjährigen Patientin 
mit metastasierendem Hirntumor isoliert wurde [Biedler et al. 1978]. 
 
SH-SY5Y-Zellen wurden in Zellkulturflaschen (75 cm2) in einem Medium 
(DMEM/Ham’s-F12; 15 % FKS; 1 % P/S; 1 % NEAAs) im Begasungsbrutschrank 
(37°C; 5 % CO2) kultiviert. Für die Stammhaltung wurden einmal pro Woche 
1,5 x 106 Zellen in eine neue Zellkulturflasche überführt. Vor Versuchsbeginn wurde 
die jeweilig erforderliche Anzahl an SH-SY5Y-Zellen ausgesät und für 24 Stunden 
im Begasungsbrutschrank (37°C; 5 % CO2) bis zum Erreichen der Konfluenz 
gelagert. 
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Für eine langfristige Lagerung wurden 2 x 106 Zellen in 1 ml Kryomedium 
(DMEM/Ham’s-F12; 10 % FKS; 7 % DMSO) aufgenommen, für 30 min bei 4°C 
gelagert und anschließend bei –140°C eingefroren. Die in Kryoröhrchen gelagerten 
Zellen wurden bei Bedarf in 37°C warmem Wasser aufgetaut, in 5 ml Medium 
(DMEM/Ham’s-F12; 15 % FKS; 1 % P/S; 1 % NEAAs) aufgenommen und 
zentrifugiert (21°C; 5 min, 2000 U/min). Das Pellet wurde in Medium 
(DMEM/Ham’s-F12; 15 % FKS; 1 % P/S; 1 % NEAAs) resuspendiert und in 
Kulturflaschen (25 cm2) im Begasungsbrutschrank (37°C; 5 % CO2) für einen Tag 
kultiviert. Anschließend erfolgte die Kultivierung wie angegeben bis maximal 
Passage 20. 
 
3.2.4 Kultivierung der Zelllinie NR8383 
Die Zelllinie NR8383 (LGC Standards, Wesel, BRD) entspricht in ihren 
Charakteristika Alveolarmakrophagen der Ratte [Helmke et al. 1989]. Die Zelllinie stammt 
ursprünglich von durch eine Lungenlavage bei einer gesunden Ratte gewonnenen 
Alveolarmakrophagen ab, welche für acht bis neun Monate in einem mit 
Lungenzellen des Gerbils konditioniertem Medium kultiviert wurden. Nach diesem 
Zeitraum benötigten sie keine externen Wachstumsfaktoren mehr und waren somit 
immortalisiert [Helmke et al. 1987].  
 
NR8383-Zellen wurden in Zellkulturflaschen (75 cm2) in einem Medium 
(DMEM/Ham’s-F12; 15 % FKS; 1 % P/S) im Begasungsbrutschrank (37°C; 5 % 
CO2) kultiviert. Für die Stammhaltung wurden zweimal pro Woche 1,5 x 106 Zellen in 
eine neue Zellkulturflasche überführt. Vor Versuchsbeginn wurde die jeweilig 
erforderliche Anzahl von NR8383-Zellen ausgesät und für 24 Stunden im 
Begasungsbrutschrank (37°C; 5 % CO2) bis Erreichen der Konfluenz gelagert. 
Für eine langfristige Lagerung wurden 2 x 106 Zellen in 1 ml Kryomedium 
(DMEM/Ham’s-F12; 10 % FKS; 7 % DMSO) aufgenommen, für 30 min bei 4°C 
gelagert und anschließend bei –140°C eingefroren. Die in Kryoröhrchen gelagerten 
Zellen wurden bei Bedarf in 37°C warmem Wasser aufgetaut, in 5 ml Medium 
(DMEM/Ham’s-F12; 15 % FKS; 1 % P/S) aufgenommen und zentrifugiert (21°C; 
5 min, 2000 U/min). Das Pellet wurde in Medium (DMEM/Ham’s-F12; 15 % FKS; 
1 % P/S) resuspendiert und in Kulturflaschen (25 cm2) im Begasungsbrutschrank 
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(37°C; 5 % CO2) für einen Tag kultiviert. Anschließend erfolgte die Kultivierung wie 
angegeben bis maximal Passage 35. 
 
3.2.5 Kultivierung der Zelllinie B104 
B104-Zellen entsprechen einer Neuroblastomzelllinie. Sie wurde aus Tumoren des 
Zentralnervensystems der Ratte isoliert und hinsichtlich ihrer neuronalen 
Eigenschaften charakterisiert [Schubert et al. 1974]. 
 
B104-Zellen wurden in Zellkulturflaschen (75 cm2) in einem Medium 
(DMEM/Ham’s-F12; 15 % FKS; 1 % P/S) im Begasungsbrutschrank (37°C; 5 % 
CO2) kultiviert. Für die Stammhaltung wurden aller zwei Tage 1,5 x 106 Zellen in 
eine neue Zellkulturflasche überführt. Vor Versuchsbeginn wurde die jeweilig 
erforderliche Anzahl von B104-Zellen ausgesät und für 24 Stunden im 
Begasungsbrutschrank (37°C; 5 % CO2) bis Erreichen der Konfluenz gelagert. 
Für eine langfristige Lagerung wurden 2 x 106 Zellen in 1 ml Kryomedium 
(DMEM/Ham’s-F12; 10 % FKS; 7 % DMSO) aufgenommen, für 30 min bei 4°C 
gelagert und anschließend bei –140°C eingefroren. Die in Kryoröhrchen gelagerten 
Zellen wurden bei Bedarf in 37°C warmem Wasser aufgetaut, in 5 ml Medium 
(DMEM/Ham’s-F12; 15 % FKS; 1 % P/S) aufgenommen und zentrifugiert (21°C; 
5 min, 2000 U/min). Das Pellet wurde in Medium (DMEM/Ham’s-F12; 15 % FKS; 
1 % P/S) resuspendiert und in Kulturflaschen (25 cm2) im Begasungsbrutschrank 
(37°C; 5 % CO2) für einen Tag kultiviert. Anschließend erfolgte die Kultivierung wie 
angegeben bis maximal Passage 30. 
 
3.2.6 Zellzahlbestimmung 
Eine Zellsuspension (primäre Makrophagen; THP-1) wurde aus der Zellkulturflasche 
bzw. aus einem Teflonbeutel in Zentrifugenröhrchen überführt. Adhärente Zelllinien 
(SH-SY5Y; NR8383; B104) wurden mechanisch gelöst und in Zentrifugenröhrchen 
überführt. Anschließend wurden die Zellen zentrifugiert (21°C; 5 min, 2000 U/min), 
das Pellet resuspendiert und die Lebendzellzahl mit Hilfe der Trypanblaufärbung in 
einer Neubauerzählkammer bestimmt.  
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3.3 Sauerstoff- und Glucoseentzug 
3.3.1 Sauerstoffentzug  
Für die Untersuchungen zum Einfluss von Sauerstoffentzug (OD – oxygen 
deprivation) wurden die Zellen in Zellkulturmedium bei einer definierten Atmosphäre 
von 37°C; 5 % CO2; 1 % O2 und 94 % N2 aufbewahrt. Um diese Atmosphäre zu 
schaffen, wurden zwei verschiedene Methoden angewendet. 
 
Multigasinkubator 
Ein Sauerstoffgehalt von 1 % wurde mit Hilfe eines Multigasinkubators erzeugt. 
Dieser ist in der Lage, eine Atmosphäre mit einem definierten Sauerstoffgehalt 
einzustellen, indem der Luftsauerstoff mit Hilfe von Stickstoff verdrängt wird. Zur 
Kontrolle des Sauerstoffgehaltes wurden Zellkulturflaschen mit Medium, jedoch 
ohne Zellen, im Multigasinkubator gelagert. Der Sauerstoffgehalt wurde 
polarographisch mit einem Oxymeter bestimmt. 
 
Beutelmethode 
Als Alternative zum Multigasinkubator wurde die Beutelmethode etabliert. Hierzu 
wurden die Zellen in Beuteln aus Polypropylen eingeschweißt. An den Beuteln 
waren Ventile angebracht, über welche ein definiertes Gasgemisch eingeleitet 
wurde. Das Gasgemisch bestand aus 94 % N2, 5 % CO2 und 1 % O2. Die 
Luftfeuchtigkeit innerhalb der Beutel wurde mit feuchten Papiertüchern gewährleistet 
(Abb. 5). Dadurch herrschte in den Beuteln ein definiertes Milieu. Sie wurden im 
Begasungsbrutschrank bei 37°C bis Ende des Versuchs aufbewahrt. Zur Kontrolle 
des Sauerstoffgehaltes wurden Zellkulturflaschen mit Medium jedoch ohne Zellen in 
den Beuteln gelagert. Der Sauerstoffgehalt wurde polarographisch mit einem 
Oxymeter bestimmt. 




Abb. 5: Beutelmethode zum Entzug von Sauerstoff 
In Beutel aus Polypropylen (1) wurden die Zellen (2) vor Versuchsbeginn eingebracht (A). 
Anschließend wurde der Beutel mit Hilfe eines Schweißgerätes (3) fest verschlossen. Zur 
Aufrechterhaltung der Luftfeuchtigkeit wurde in den Beutel ein befeuchtetes Papiertuch (4) 
gelegt (B). Über ein Ventil (5) wurde nun ein definiertes Gasgemisch (6) von 94 % N2, 5 % 
CO2 und 1 % O2 eingeleitet (C). 
3.3.2 Glucoseentzug 
Den Zellen wurde Glucose entzogen (GD – glucose deprivation), indem sie während 
des Versuchs statt in Zellkulturmedium in einem glucosefreien Puffer, dem Lockes’ 
Puffer, bei 37°C und 5 % CO2 im Begasungsbrutschrank kultiviert wurden.  
 
3.3.3 Sauerstoff- und Glucoseentzug 
Für die Untersuchungen zum Einfluss von Sauerstoff- und Glucoseentzug (OGD – 
oxygen & glucose deprivation) wurden die Zellen über die Dauer des Versuchs in 
Lockes’ Puffer und bei einer definierten Atmosphäre von 37°C; 5 % CO2; 1 % O2 
und 94 % Stickstoff entweder in Beuteln im Begasungsbrutschrank oder im 
Multigasinkubator aufbewahrt. 
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3.4 Zellbiologische Tests 
3.4.1 Vorbehandlung der Zellen 
Zur Bestimmung von Stoffwechselaktivität und Zelluntergang wurden 2 x 104 Zellen 
pro Kavität in Zellkulturplatten (96 well) ausgesät. Nach 24 h Kultivierung wurde das 
Medium abgesaugt und die Zellen für 12 h, 24 h, 36 h und 48 h unter 
Normbedingungen (Medium, 37°C, 5 % CO2), unter GD (Lockes’ Puffer, 37°C, 5 % 
CO2), unter OD (Medium, 37°C, 5 % CO2, 1 % O2, 94 % N2) bzw. unter OGD 
(Lockes’ Puffer, 37°C, 5 % CO2, 1 % O2, 94 % N2) inkubiert. Zur Bestimmung der 
Wirkung potentiell protektiver Pharmaka wurden folgende Substanzen in den 





 in Kombination mit PSB-01862 oder CPA 
10 µM; 100 µM; 500 µM; 1 mM 
500 µM 
PSB-01862 (Adeninrezeptorantagonist) 100 µM 
CPA (Adenosin-A1-Rezeptoragonist) 
 in Kombination mit Adenin oder DPCPX 
1 µM 
DPCPX (Adenosin-A1-Rezeptorantagonist) 
 in Kombination mit CPA 
0,1 µM 
STW5 (Iberogast) 51,2 µg/ml; 512 µg/ml 
Triton X-100 (Positivkontrolle) 0,1 % 
DMSO (Lösungsmittelkontrolle) 0,006 % 
 
Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die Zellkulturüberstände 
abgenommen und zur Bestimmung des Zellunterganges (siehe 3.4.3) in 
Zellkulturplatten (96 well) übertragen. Die verbliebenen Zellen wurden zur 
Bestimmung der Stoffwechselaktivität genutzt (siehe 3.4.2). 










Abb. 6: Strukturformeln der verwendeten Testsubstanzen 
Dargestellt sind die Adeninrezeptorliganden (A) Adenin (Agonist) und PSB-01862 
(Antagonist) sowie die Liganden am Adenosin-A1-Rezeptor (B) CPA (Agonist) und DPCPX 
(Antagonist). 
 
3.4.2 Bestimmung der Stoffwechselaktivität – MTT-Test 
Der MTT-Test ist eine kolorimetrische Methode zur Bestimmung der 
Stoffwechselaktivität bzw. Zellviabilität von Zellkulturen. Er beruht auf der Reduktion 
des gelben, wasserlöslichen Tetrazoliumsalzes MTT, 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid, zu einem blauvioletten, wasserunlöslichen Formazan 
in lebenden Zellen [Mosmann 1983]. MTT wird durch NADH- und NADPH-abhängige 
Prozesse reduziert. Außerdem wird das Formazan zu einem Teil auch in den 
Mitochondrien durch die Succinatdehydrogenase gebildet [Berridge & Tan 1993, Liu et al. 1997b]. 
Die Formazankristalle lagern sich in den Mitochondrien und in 
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endosomal/lysosomalen Kompartimenten ab [Liu et al. 1997b]. Die Reaktion ist 
irreversibel. Nach Lyse der Zellen kann die Absorption des gelösten Formazans bei 
570 nm bestimmt werden. Die Menge an gebildetem Formazan korreliert hierbei mit 
der Stoffwechselaktivität der Zellen. 
 
Durchführung 
Nach Abnahme von 50 µl Zellkulturüberstand zur Bestimmung der LDH-Aktivität 
wurden 100 µl MTT-Gebrauchslösung (0,3 mg/ml) pro Kavität zu den Zellen 
gegeben. Die Zellkulturplatten wurden für 2 h bei 37°C und 5 % CO2 im 
Begasungsbrutschrank inkubiert. Anschließend wurden pro Kavität 100 µl SDS-
Lysepuffer zugesetzt und die Zellen für 2 h bei Raumtemperatur auf einer 
Schüttelplatte lysiert. Die Absorption der Proben wurde mit einem UV/VIS-
Spektrometer bei 570 nm bestimmt. 
 
3.4.3 Bestimmung der Zytotoxizität – LDH-Test 
Eine kolorimetrische Methode zur Bestimmung des Ausmaßes von Zelluntergängen 
ist der LDH-Test. Beim Zelluntergang kommt es zu einer Abnahme der 
Membranintegrität und zytoplasmatische Laktatdehydrogenasen (LDH) werden in 
den Zellkulturüberstand feigesetzt. Die LDH-Aktivität im Überstand korreliert mit dem 
Ausmaß des Zelluntergangs und ist dadurch ein Maß für die Zytotoxizität.  
Unter physiologischen Bedingungen dehydriert LDH die 2-L-
Hydroxymonocarbonsäuren und Laktat unter Reduktion von NAD+ zu NADH + H+. 
Da die Bindung von Wasserstoff an NAD+ reversibel ist, wird im LDH-Test 
Diaphorase, ein FAD-bindendes Flavoprotein, zugegeben, welches NADH + H+ zu 
FADH2 reduziert. Das FADH2 dient der Quantifizierung der Enzymaktivität. Es 
reduziert das schwachgelbe Tetrazoliumsalz INT, 2-[4-Iodophenyl]-3-[nitrophenyl]-5-
phenyltetrazoliumchlorid, zu einem roten Formazan [Decker & Lohmann-Matthes 1988]. Es 
kann photometrisch bei 492 nm detektiert werden. Die Menge an gebildeten 
Formazan korreliert mit der LDH-Aktivität. 
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Durchführung 
In dieser Arbeit wurde der kommerziell erhältliche LDH-Test Cytotoxicity Detection 
Kit (LDH) zur Bestimmung der LDH-Aktivität nach Angaben des Herstellers 
verwendet. 
Es wurden 50 µl des Zellkulturüberstandes abgenommen und in Zellkulturplatten 
(96 well) überführt. Anschließend erfolgte die Zugabe von 50 µl des LDH-
Reaktionsgemisches, bestehend aus Katalysator (Diaphorase, NAD+) und 
Farbstofflösung (INT, Natriumlaktat). Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei RT 
im Dunklen wurde die Enzymreaktion mit 30 µl 1 N HCl abgestoppt. Die Absorption 
der Proben wurde mit einem UV/VIS-Spektrometer bei 492 nm und einer 
Referenzwellenlänge von 620 nm bestimmt. 
 
3.5 Morphologische Untersuchungen 
3.5.1 Vorbehandlung der Zellen 
Es wurden 1,5 x 105 Zellen B104, 8 x 105 Zellen SH-SY5Y und 4 x105 Zellen 
NR8383 bzw. THP-1 auf Poly-L-Lysin beschichteten Deckgläschen (Ø 30 mm) in 
Zellkulturpetrischalen (Ø 35 mm) für 24h kultiviert. Nach Entfernung des Mediums 
erfolgte die Inkubation der Zellen für 36 h unter Normbedingungen (Medium, 37°C, 
5 % CO2), unter GD (Lockes’ Puffer, 37°C, 5 % CO2), unter OD (Medium, 37°C, 5 % 
CO2, 1 % O2, 94 % N2) bzw. unter OGD (Lockes’ Puffer, 37°C, 5 % CO2, 1 % O2, 
94 % N2). Nach Versuchsende wurde der Zellkulturüberstand entfernt und die Zellen 
mit 1 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 1 ml Paraformaldehydlösung (4 % 
PFA in PBS) für 5 min bei 4°C fixiert und anschließend erneut dreimal mit 1 ml PBS 
für 2 min gewaschen. Bis zu Beginn der immunhistochemischen Färbungen wurden 
sie bei 4°C gelagert. 
 
3.5.2 Immunhistochemische Färbung 
Die immunhistochemischen Färbungen wurden in der Arbeitsgruppe von Frau PD 
Dr. Franke, Histochemisches Labor, Rudolf-Boehm-Institut für Pharmazie und 
Toxikologie an der Universität Leipzig durchgeführt. 
Um die Morphologie der Zellen beurteilen zu können, war es notwendig, das 
Zytoskelett darzustellen. Hierzu wurden die neuronalen Zellkulturen B104 und 
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SH-SY5Y mit einem Antikörper gegen Mikrotubuliassoziertes Protein vom Typ 2 
(MAP2 – anti Microtubule-Associated Protein 2) und die Makrophagenzelllinien 
NR8383 und THP-1 mit einem gegen ß-Tubulin Klasse III gerichteten Antikörper 
(anti-ßIII Tubulin mAb) markiert. Die Präparate wurden mit Hilfe des Neurolucida-
Systems hinsichtlich morphologischer Parameter ausgewertet. 
Als immunhistochemische Methode wurde in dieser Arbeit die Peroxidasefärbung 
gewählt. Bei dieser Methode bindet zunächst ein spezifischer Primärantikörper an 
das darzustellende Antigen. Ein biotinylierter Sekundärantikörper erkennt diesen 
Primärantikörper. Über eine Biotin/Streptavidin-Bindung wird die Peroxidase an 
diesen Primär/Sekundärantikörperkomplex gebunden, die anschließend unter 
Verbrauch von H2O2 ein Chromogen zu einem farbigen Endprodukt oxidiert. 
Dadurch können Zielstrukturen über Antigen-Antikörperbindungen sichtbar gemacht 
werden. 
Die immunhistochemischen Färbungen erfolgten nach folgender Vorschrift. 
Zunächst wurden die Zellen mit Wasserstoffperoxidlösung (1 % H2O2 in 
Phosphatpuffer nach Soerensen, kurz PP) für 25 min unter Lichtausschluss 
inkubiert. Anschließend folgten drei Waschschritte mit PP für je 3 min. Um 
unspezifische Bindungen zu besetzen, wurden die Zellen mit einer speziellen, vom 
verwendeten Sekundärantikörper abhängigen, Lösung blockiert. Aus diesem Grund 




Die Zellen wurden für 30 min mit einer NGS-haltigen Blockierlösung (0,3 % Triton X-
100; 2 % NGS in PP) inkubiert. Danach wurde der Primärantikörper, gerichtet gegen 
MAP2 (rabbit anti-MAP-2; 1:500 in Blockierlösung), für 2 h zu den Zellen gegeben. 
Es folgten drei Waschschritte mit PP für je 3 min. Die Zellen wurden für 1,5 h mit 
dem biotinylierten Sekundärantikörper (biotinylated anti-rabbit IgG, made in goat; 
1:65 in Blockierlösung) inkubiert und anschließend dreimal mit PP für 3 min 
gewaschen. Die Bindung der Peroxidase über Biotin/Streptavidin an den 
Primär/Sekundärantikörper-Komplex (ABC-Komplex) erfolgte mit Hilfe eines 
kommerziell erhältlichen ABC-Kits (VECTASTAIN® Elite ABC Kit) nach modifizierter 
Vorschrift des Herstellers. Die Bindung der Meerrettichperoxidase fand über je 
45 min unter Lichtausschluss zunächst bei 4°C und anschließend bei RT statt. Drei 
Waschschritte mit PP für je 3 min schlossen sich an. Zur Farbentwicklung wurde das 
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Chromogen Diaminobenzidin DAB (3,5 % DAB, 0,0006 % H2O2 in PP) auf die Zellen 
gegeben. Eine Schwermetallfällung (CoCl2, Ni(NH4)SO4 in Farbstoff/Substrat-
Gemisch) erhöhte die Qualität der immunhistochemischen Färbung und verlieh dem 
Zytoskelett eine dunkelblaue Färbung. 
 
ßIII-Tubulin-Markierung 
Die Zellen wurden für 30 min mit einer NHS-haltigen Blockierlösung (0,3 % Triton X-
100; 2 % NHS in PP) inkubiert. Danach wurde der Primärantikörper, gerichtet gegen 
ßIII-Tubulin (mouse anti-ßIII-Tubulin; 1:500 in Blockierlösung), für 2 h zu den Zellen 
gegeben. Es folgten drei Waschschritte mit PP für je 3 min. Die Zellen wurden für 
1,5 h mit dem biotinylierten Sekundärantikörper (biotinylated anti-mouse IgG, made 
in horse, 1:65 in Blockierlösung) inkubiert und anschließend dreimal mit PP für 3 min 
gewaschen. Die Bindung der Peroxidase über Biotin/Streptavidin an den 
Primär/Sekundärantikörper-Komplex (ABC-Komplex) erfolgte mit Hilfe eines 
kommerziell erhältlichen ABC-Kits (VECTASTAIN® Elite ABC Kit) nach modifizierter 
Vorschrift des Herstellers. Die Bindung der Meerrettichperoxidase fand über je 
45 min unter Lichtausschluss zunächst bei 4°C und anschließend bei RT statt. Drei 
Waschschritte mit PP für je 3 min schlossen sich an. Zur Farbentwicklung wurde das 
Chromogen Diaminobenzidin DAB (3,5 % DAB, 0,0006 % H2O2 in PP) auf die Zellen 
gegeben. Das Zytoskelett erhielt eine braune Färbung. 
 
Nach optimaler Farbentwicklung wurden die Zellen erneut dreimal mit PP für je 
3 min gewaschen, in Aqua dest. getaucht und anschließend getrocknet. Die 
Deckgläschen wurden mit Entallan auf Objekträger eingedeckt und gelagert. 
 
 
3.6 Fluoreszenzfärbung – Die DAPI-Färbung 
3.6.1 Vorbehandlung der Zellen 
Es wurden 7,5 x 104 Zellen B104, 4 x 105 Zellen SH-SY5Y und 2 x105 Zellen 
NR8383 bzw. THP-1 auf mit Poly-L-Lysin beschichteten Deckgläschen (Ø 13 mm) in 
Zellkulturplatten (24 well) für 24h kultiviert. Anschließend wurde das Medium 
abgenommen und die Zellen für 12 h und 36 h unter Normbedingungen (Medium, 
37°C, 5 % CO2), unter GD (Lockes’ Puffer, 37°C, 5 % CO2), unter OD (Medium, 
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37°C, 5 % CO2, 1 % O2, 94 % N2), unter OGD (Lockes’ Puffer, 37°C, 5 % CO2, 1 % 
O2, 94 % N2) bzw. mit 500 µM Adenin (Medium, 37°C, 5 % CO2) inkubiert. Nach 
Versuchsende wurde der Zellkulturüberstand entfernt und die Zellen mit 500 µl PBS 
gewaschen. Die Zellen wurden mit 500 µl Paraformaldehydlösung (4 % PFA in PBS) 
für 5 min bei 4°C fixiert und anschließend erneut dreimal mit 500 µl PBS für 2 min 
gewaschen. Bis zu Beginn der DAPI-Färbung wurden sie bei 4°C gelagert. 
 
3.6.2 Die DAPI-Färbung 
Um auftretenden Zelluntergang genauer zu charakterisieren, wurden die Zellkerne 
mit DAPI (4’,6-Diamino-2-phenylindol) gefärbt. Hierbei wird sich zu Nutze gemacht, 
dass ein entscheidendes morphologisches Merkmal der Apoptose der Zerfall in 
sogenannte apoptotic bodies (membranumhüllte Partikel dicht gepackten 
Chromatins) ist. Der DNA-interkalierende Fluoreszenzfarbstoff DAPI färbt die 
Zellkerne an und kann die apoptotischen Körperchen sichtbar machen 
[Strasser & Ferrando-May 2008].  
Für die Färbung wurden die Deckgläschen aus dem PBS entnommen und 
getrocknet. Anschließend wurden sie in einem DAPI-enthaltenden Eindeckmedium 
(Roti-Mount FluorCare DAPI) auf Objektträgern eingedeckt und gelagert. Der 
Nachweis der mit DAPI gefärbten Zellkerne erfolgte bei einem Emissionsmaximum 
von 460 nm. 
 
3.7 Proteinbiochemische Methoden 
3.7.1 Proteinbestimmung nach Bradford 
Für die Proteinbestimmung nach Bradford wurde die für eine Konfluenz erforderliche 
Anzahl von Zellen in Zellkulturplatten (96 well) ausgesät und bis Versuchsende in 
Medium im Begasungsbrutschrank (37°C, 5 % CO2) kultiviert. Anschließend wurde 
der Zellkulturüberstand abgenommen und die Zellen mit einem Triton X-100-haltigen 
Puffer lysiert (37°C, 10 min). Das Zelllysat wurde entnommen, zentrifugiert 
(17.000 U/min, 4°C, 10 min) und der Überstand bis zur Weiterverwendung bei -20°C 
gelagert. 
Die Bradford-Proteinbestimmung beruht auf der Komplexbildung des Farbstoffes 
Coomassie-Brillantblau mit Proteinseitenketten in saurem Milieu. Das 
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Asorptionsmaximum des Farbstoffes, welcher ungebunden rot ist, verschiebt sich 
durch Komplexbildung von 470 nm zu 595 nm (blau). 
Je 5 µl Probe pro Kavität einer Zellkulturplatte (96 well) wurden in 
Vierfachbestimmung aufgetragen und mit 200 µl Bradford-Farbreagenz versetzt. Die 
Komplexbildung erfolgte über 10 min auf einer Schüttelplatte. Anschließend wurde 
die Absorption der Proben bei 620 nm in einem UV/VIS-Spektrometer bestimmt. Die 
Menge an gebildetem Farbstoff-Protein-Komplex korreliert hierbei mit der 
Proteinmenge in den Proben. Für die Quantifizierung der Proteinmenge wurde 
zusammen mit den Proben eine Standardreihe von Bovinem Serumalbumin (BSA) in 
den Konzentrationen von 0,0625 mg/ml bis 2 mg/ml aufgenommen. 
 
3.7.2 ELISA - Nachweis der TNF-α-Freisetzung 
Zur Bestimmung der TNF-α-Freisetzung wurden 2 x 104 Makrophagen pro Kavität in 
Zellkulturplatten (96 well) ausgesät. Nach 24 h Kultivierung wurde das Medium 
abgesaugt und die Zellen für weitere 24 h unter Normbedingungen (Medium, 37°C, 
5 % CO2), unter GD (Lockes’ Puffer, 37°C, 5 % CO2), unter OD (Medium, 37°C, 5 % 
CO2, 1 % O2, 94 % N2) bzw. unter OGD (Lockes’ Puffer, 37°C, 5 % CO2, 1 % O2, 
94 % N2) kultiviert. Zur Bestimmung der Wirkung von STW5 wurden die Zellen 
zusätzlich mit 51,2 µg/ml und 512 µg/ml STW5 in den angegebenen Bedingungen 
inkubiert. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit 100 ng/ml LPS stimuliert. Nach 
Versuchsende wurden die Zellkulturüberstände abgenommen, zentrifugiert 
(13.000 U/min, 21°C, 2 min) und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. 
ELISA (enzyme–linked immunosorbent assay) ist ein immunologisches 
Nachweisverfahren und basiert auf einer enzymvermittelten Farbreaktion. In dieser 
Arbeit wurde die Technik des Sandwich-ELISA angewendet. Dazu werden spezielle 
ELISA-Mikrotiterplatten mit einem antigenspezifischen Antikörper beschichtet. Diese 
Antikörper binden das Antigen aus den Proben. Anschließend wird erneut ein 
antigenspezifischer Antikörper zugegeben, welcher biotinyliert ist. An diesen 
Antikörper/Antigen/Antikörper-Komplex bindet nun über eine Biotin-Streptavidin-
Bindung eine Meerrettichperoxidase. Diese ist nun in der Lage, mit Hilfe von 
Wasserstoffperoxid einen Farbstoff zu einem farbigen Endprodukt umzuwandeln. 
Somit kann die Menge an gebildetem Farbstoff mit der Menge an Antigen in der 
Probe korreliert werden. 
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In der vorliegenden Arbeit wurde das kommerziell erhältliche ELISA-System BD 
OptEIA zum Nachweis der TNF-α-Freisetzung von humanen primären 
Makrophagen genutzt und nach Angaben des Herstellers verwendet. 
Die Beschichtung der ELISA-Mikrotiterplatten (100 µl pro Kavität) mit dem 
Beschichtungsantikörper (anti-human TNF, 1:250 in Beschichtungspuffer) erfolgte 
über Nacht bei 4°C. Anschließend wurden die Kavitäten dreimal mit je 300 µl 
Waschpuffer gewaschen. Danach wurden unspezifische Bindungsstellen mit 200 µl 
Assaypuffer pro Kavität über 1 h bei RT blockiert. Nach dreimaligem Waschen 
(300 µl Waschpuffer/Kavität) wurden 100 µl Probe pro Kavität in Doppelbestimmung 
und verschiedenen Verdünnungen aufgetragen und für 2 h bei RT inkubiert. Nicht 
gebundenes Antigen wurde in 5 Waschschritten (300 µl Waschpuffer/Kavität) 
entfernt. Nun erfolgte die Zugabe von 100 µl Detektionslösung (biotinyliertes anti-
human TNF 1:500, Streptavidin-Meerrettichperoxidas-Konjugat 1:250 in 
Assaypuffer) über 1 h bei RT. Nach siebenmaligem Waschen (300 µl 
Waschpuffer/Kavität) wurden je 100 µl Substratlösung, bestehend aus einer H2O2-
Lösung und dem Farbstoff 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB), zugegeben und die 
charakteristische blaue Farbe über 30 min bei RT unter Lichtausschluss entwickelt. 
Durch Zugabe von 50 µl Stopplösung (1 M Phosphorsäure) wurde die Reaktion 
beendet und die Absorption des nun gelben Farbstoffes konnte mit einem UV/VIS-
Spektrometer bei 450 nm und einer Referenzwellenlänge von 570 nm bestimmt 
werden. Für die Quantifizierung der TNF-α-Menge wurde zusammen mit den Proben 
eine Standardreihe von rekombinantem humanem TNF-α in den Konzentrationen 
von 7,8 pg/ml bis 500 pg/ml aufgenommen. 
 
3.8 Molekularbiologische Methoden 
3.8.1 Vorbehandlung der Zellen 
Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen (75 cm2) ausgesät und bis Erreichen der 
Konfluenz (ca. 80 - 90 %) im Begasungsbrutschrank (37°C, 5 %CO2) kultiviert. Dann 
wurde das Medium abgenommen und serumfreies Medium zugegeben. Nach einer 
weiteren Kultivierung von 24 h wurde die Gesamt-RNA der Zellen gewonnen 
(siehe 3.8.2), in cDNA umgeschrieben (siehe 3.8.4) und mit Hilfe der 
Polymerasekettenreaktion (siehe 3.8.5) auf das Vorkommen von Adenin- bzw. 
A1-Rezeptor-mRNA untersucht. B104 und NR8383 wurden zudem für 12 h und 36 h 
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unter Normbedingungen (Medium, 37°C, 5 % CO2) bzw. unter OGD (Lockes’ Puffer, 
37°C, 5 % CO2, 1 % O2, 94 % N2) kultiviert. Danach wurde ebenfalls die Gesamt-
RNA gewonnen, in cDNA umgeschrieben und mit Hilfe von quantitativer Real-Time-
PCR (siehe 3.8.7) die Genexpression des Adeninrezeptors analysiert. 
 
3.8.2 RNA-Präparation 
Nach Versuchsende wurden die Zellen mechanisch gelöst, zentrifugiert 
(2000 U/min, 21°C, 8 min), gezählt und je 1 x 106 Zellen erneut zentrifugiert und mit 
einem Puffer (RLT-Puffer aus QIAGEN Rneasy Mini Kit) lysiert. Anschließend 
wurde die Gesamt-RNA unter Verwendung des kommerziell erhältlichen RNA-
Isolationskits QIAGEN Rneasy Mini Kit nach Angaben des Herstellers gewonnen. 
Hierzu wurde das Zelllysat auf eine Schreddersäule (QIAshredder) gegeben und 
bei 13.000 U/min für 2 min zentrifugiert. Um die RNA auszufällen, wurde der 
Durchfluss 1:1 mit 70 %igem Ethanol versetzt. Anschließend wurde die RNA an eine 
Kieselgelsäule gebunden (13.000 U/min, 15 sec), mit RW1-Puffer (13.000 U/min, 
15 sec) und zweimal mit RPE-Puffer (13.000 U/min, 15 sec bzw. 2 min) gewaschen 
und mit 30 µl RNase-freiem Wasser von der Säule eluiert. Der Gehalt und die 
Reinheit der isolierten RNA wurden UV-spektrometrisch (Absorption bei 260 nm und 
280 nm) und mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 3.8.6) bestimmt.  
 
3.8.3 Verdau genomischer DNA 
Verunreinigungen der isolierten RNA mit genomischer DNA wurden durch Verdau 
mit Hilfe der DNase I entfernt. Hierzu wurden je 5 µg RNA mit 1 µl 10fach-
Reaktionspuffer (MgCl2-haltig) und 1 µl DNase I (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, 
BRD) in einem 10 µl-Ansatz für 30 min bei 37°C im Thermocycler MJ Mini 
inkubiert. Um das Enzym zu inaktivieren, schloss sich eine Temperaturerhöhung auf 
65°C für 10 min an, wobei die RNA durch Zugabe von 1 µl 25 mM EDTA vor 
Hydrolyse geschützt wurde.  
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3.8.4 Reverse Transkription 
Die isolierte und von genomischer DNA befreite RNA wurde mit Hilfe eines 
kommerziell erhältlichen Reverse-Transkriptions-Kit (RevertAid H Minus First 
Strand cDNA Synthesis Kit) in cDNA umgeschrieben. 
10 µl der verdauten RNA-Probe wurden mit 1 µl Oligo (dT) 18-Primer für 5 min bei 
70°C im Thermocycler (MJ Mini) inkubiert. Anschließend wurden die Proben auf 
4°C gekühlt und jeweils mit 9 µl eisgekühltem Mastermix (4 µl 5fach-
Reaktionspuffer, 1,5 µl RNase/DNase-freies Wasser, 0,5 µl RNase-Inhibitor, 2 µl 
2 mM dNTP’s, 1 µl Reverse Transkriptase) versetzt. Die Reverse Transkription 
erfolgte über 60 min bei 42°C im Thermocycler (MJ Mini). Das Enzym wurde 
anschließend für 10 min bei 70°C inaktiviert. Die gewonnene cDNA wurde bei -20°C 
bis zur Weiterverwendung gelagert. 
 
3.8.5 Die Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Das Vorhandensein von Adenin- und A1-Rezeptor wurde mit Hilfe genspezifischer 
Primer durch Polymerasekettenreaktion (PCR) und anschließender 
Agarosegelelektrophorese (siehe 3.8.6) untersucht. Die PCR dient der Amplifikation 
spezifischer DNA-Sequenzen unter Verwendung geeigneter Oligonukleotide 
(sogenannter Primer), dNTPs und einer thermostabilen DNA-Polymerase. Die 
Vervielfältigung von DNA-Sequenzen beruht auf folgendem Prinzip. Zunächst wird 
die Ausgangs-DNA denaturiert, um zwei Einzelstränge zu erhalten, an die sich die 
zur Zielsequenz komplementären Primer anlagern (Hybridisierung). Mit Hilfe der 
dNTPs synthetisiert die DNA-Polymerase nun zur Zielsequenz komplementäre DNA-
Stränge [Mullis et al. 1992]. Ein Standardprotokoll einer PCR (ebenfalls in der 
vorliegenden Arbeit verwendet) sieht wie folgt aus: 
 
Denaturierung 95°C 2 min 
   
Denaturierung 95°C 1 min 
Annealing (Hybridisierung) Primer-spezifisch 1 min 
Elongation 72°C 1 min 30 sec 
   
finale Elongation 72°C 15 min 
 
Zyklenzahl 
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Die Abfolge von Denaturierung, Annealing und Elongation wird in mehreren Zyklen 
wiederholt und so die Zielsequenz exponentiell vervielfältigt. Das Produkt kann nun 
in einem Agarosegel detektiert werden. 
Hierzu wurden 2 µl cDNA-Probe mit je 1,7 µl genspezifischer Vorwärts- und 
Rückwärstprimer (20 µM), 3,5 µl 10fach-Reaktionspuffer, 0,7 µl dNTP’s (10 mM), 
0,2 µl Taq-Polymerase und Aqua bidest. auf einen Gesamtreaktionsansatz von 35 µl 
gebracht. Als Kontrollen dienten cDNA-Proben aus Rattenkortex, aus CHO-Zellen, 
die stabil mit dem A1-Rezeptor transfiziert wurden (freundlicherweise zur Verfügung 
gestellt von Frau Dr. Rufke-Tobias, AG Nieber, Pharmakologie für 
Naturwissenschaftler, Universität Leipzig), mRNA, verdaute mRNA und H2O.  
Für den Nachweis der Adeninrezeptor-mRNA war es notwendig, eine nested-PCR 
anzuwenden. Bei dieser Technik wird die Zielsequenz mit Hilfe von genspezifischen 
Primern vervielfältigt und das Produkt dieser ersten PCR mit Hilfe eines weiteren 
genspezifischen Primerpaares amplifiziert. Dieser bindet allerdings innerhalb des 
Bereiches, der durch das erste Primerpaar erfasst wird. Dadurch können auch 
geringere Mengen der gewünschten Sequenz detektiert werden.  
Die Zielsequenzen wurden mit den in Tab. 1 dargestellten Primern amplifiziert. 
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CAA GGT CAT CCA TGA CAA CTT TG 
GAPDH rev 









AGC TTC ACC GGT ACA GGG TTT 
AdeninR(at) rev 







(2. PCR – 
nested PCR) 
rAdenin fwd 
GCT GAC CGT TTT GGT TTT TC 
rAdenin rev 






hADORA1 fwd  
CTA CTT CCA CAC CTG CCT CA  
hADORA1 rev  







CTG CTC CTC ATG GTC CTC AT 
A1 antisense 





Die GAPDH-Primer wurden kommerziell erworben (Fermentas GmbH, St Leon-Rot, 
BRD). Die Primer zur Vervielfältigung der Adeninrezeptor-mRNA in der ersten PCR 
wurden generiert und freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Frau Dr. Sichardt 
(AG Nieber, Pharmakologie für Naturwissenschaftler, Universität Leipzig). Frau Dr. 
Rufke-Tobias (AG Nieber, Pharmakologie für Naturwissenschaftler, Universität 
Leipzig) generierte und stellte dankenswerterweise die Primer zur Vervielfältigung 
der humanen A1-Rezeptor-mRNA zur Verfügung. Von Herr Dr. Michael (AG Nieber, 
Pharmakologie für Naturwissenschaftler, Universität Leipzig) wurden die 
genspezifischen Primer für den A1-Rezeptor der Ratte generiert und zur 
Verwendung in dieser Arbeit freundlicherweise bereitgestellt. Die Primer zur 
Vervielfältigung der Adeninrezeptor-mRNA mittels nested PCR wurden eigenständig 
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generiert (nach Genbankeintrag AJ311952) und von Eurofins MWG Operon, 
Ebersberg, BRD hergestellt. 
 
3.8.6 Agarosegelelektrophorese 
Eine Gelelektrophorese wird genutzt, um PCR-Produkte vom Reaktionsgemisch 
abzutrennen und damit zu reinigen. Alle in der vorliegenden Arbeit mittels 
Gelelektrophorese detektierten Produkte wurden mit Hilfe 1,5%iger (w/v) 
Agarosegele in TBE-Puffer aufgetrennt. Hierzu wurde die Agarose in Puffer 
aufgenommen und in einer Mikrowelle aufgekocht. Nach einer ca. fünfminütigen 
Abkühlung wurden 1,25 µg/ml Ethidiumbromid zugesetzt und das Gel in eine 
Elektrophoresekammer gegossen. Die Proben wurden mit Ladepuffer (im Verhältnis 
1:5) vermischt und nach Aushärten des Gels aufgetragen. Als Laufpuffer diente 
ebenfalls TBE und die Auftrennung erfolgte für 30 min bei 130 V. Durch die 
Interkalation des Ethidiumbromids in die DNA konnte die Eigenfluoreszenz bei 
312 nm mit Hilfe des Geldokumentationsgerätes Gel Print 2000i  detektiert und 
dokumentiert werden. Die Größe der Produkte konnte mit Hilfe eines ebenfalls 
aufgetragenen DNA-Längenstandards bestimmt werden. 
 
3.8.7 Quantitative Real-Time PCR 
Inwieweit die Genexpression des Adeninrezeptors durch Sauerstoff- und 
Glucoseentzug beeinflusst wird, sollte mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR 
untersucht werden. Bei dieser Technik wird die Bindung eines 
Fluoreszenzfarbstoffes (z.B. SYBR Green) an die DNA genutzt. Mit Anstieg der 
Kopienanzahl einer Zielsequenz steigt auch die Fluoreszenz. Dadurch sind auch 
geringe Mengen von DNA detektierbar und quantifizierbar. Durch eine 
Schmelzpunktanalyse der gebildeten Produkte kann die Spezifität der Amplifikation 
nachgewiesen werden.  
1 µl cDNA wurden hierfür mit 12,5 µl SYBR-Green-Reaktionslösung (inklusive Hot 
Start Taq-Polymerase, Reaktionspuffer und dNTP’s; Maxima SYBR Green/ROX 
qPCR Master Mix 2x), je 1,5 µl Vorwärts- und Rückwärtsprimer (Endkonzentration 
0,3 µM) und 8,5 µl Aqua bidest. auf ein Reaktionsvolumen von 25 µl gebracht. 
Anschließend wurden die Proben in einem Real-Time-Thermocycler (MyIQ Cycler) 
mit folgendem Programm amplifiziert: 
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Denaturierung 95°C 6 min 
   
Denaturierung 95°C 15 sec 
Annealing (Hybridisierung) 60°C 30 sec 
Elongation 72°C 45 sec 
   
Erstellung der Schmelzkurven 55°C – 95°C  
 
Von jeder Probe wurde eine PCR mit genspezifischem Primer (rAdenin fwd, rAdenin 
rev) und mit Housekeeping-Gen-Primern (GAPDH fwd, GAPDH rev) in Duplikaten 
durchgeführt. Die Sequenzen sind in Tab. 1 (siehe 3.8.5) ersichtlich. Im Anschluss 
an die Amplifikation wurden im Thermocycler Schmelzkurven der Produkte erstellt.  
Die quantitative Auswertung der PCR-Reaktion zur Ermittlung der relativen 
Genexpression des Adeninrezeptors erfolgte nach der ∆∆ct-Methode [Pfaffl et al. 2002]. 
Hierfür wurde computergestützt der Zyklenwert ermittelt, an dem sich das 
Fluoreszenzsignal erstmals vom Hintergrundsignal abhob. Dieser Schwellenwert (ct) 
wurde als threshold cycle bezeichnet und für alle Proben ermittelt. Anschließend 
wurde der ct-Wert des endogenen Referenzgens (hier GAPDH) von dem des 
Zielgens abgezogen (∆ct). Anschließend wird der ∆∆ct-Wert jeder Probe berechnet, 
indem der ∆ct-Wert der Kontrolle von dem der Probe subtrahiert wird. Aus den ∆∆ct-
Werten der Proben kann die relative Genexpression in Bezug auf die Kontrolle 
ermittelt werden (2-∆∆ct). 
 
3.9 Die Patch Clamp-Technik 
3.9.1 Vorbehandlung der Zellen 
Die Patch-Clamp-Technik wurde genutzt, um elektrophysiologische Parameter von 
humanen primären Makrophagen zu untersuchen. Dazu wurden 4 x 105 Zellen auf 
Deckgläschen (Ø 30 mm) in Zellkulturpetrischalen (Ø 35 mm) ausgesät und für 2 h 
im Begasungsbrutschrank gelagert. Nach erfolgter Adhäsion der Makrophagen 
standen sie für den Versuchsbeginn bereit. 
Um den Einfluss von in vitro-Hypoxie auf elektrophysiologische Parameter zu 
untersuchen, wurden die Zellen für 24 h unter Normbedingungen (Medium, 37°C, 
5 % CO2), unter GD (Lockes’ Puffer, 37°C, 5 % CO2), unter OD (Medium, 37°C, 5 % 
CO2, 1 % O2, 94 % N2) bzw. unter OGD (Lockes’ Puffer, 37°C, 5 % CO2, 1 % O2, 
94 % N2) kultiviert. 
45 Zyklen 
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Zur Bestimmung des Einflusses von STW5 auf elektrophysiologische Parameter 
durch bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) aktivierter Makrophagen wurden 
folgende Substanzen in den angegebenen Konzentrationen und Kombinationen dem 
Medium zugegeben und für zwei Stunden im Begasungsbrutschrank bei 37°C und 
5 % CO2 inkubiert. 
Substanz Konzentrationen 
LPS 100 ng/ml 








Nach den jeweiligen Inkubationszeiten wurde der Zellkulturüberstand entfernt und 
die Zellen zweimal mit Badlösung (1,35 mM NaCl; 50 mM KCl; 10 mM MgCl2; 
18 mM CaCl2; 100 mM HEPES; 100 mM Glucose in Aqua dest.; pH 7,2) gespült. 
Anschließend wurden 3 ml Badlösung auf die Zellen gegeben und sie standen für 
die Patch Clamp-Untersuchungen bereit. 
 
3.9.2 Das Messprinzip der Patch Clamp-Technik 
Die Patch Clamp-Technik ist eine elektrophysiologische Methode zur Messung von 
transmembranären Ionenströmen bei vorgegebener Spannung (Voltage Clamp-
Messverfahren) oder zur Detektion von Veränderungen des Membranpotentials bei 
Injektion eines definierten Stromes (Current Clamp-
Messverfahren) [Numberger & Draguhn 1996]. Das Verfahren kann sowohl an Zellkulturen als 
auch an Zellen eines Zellverbandes in verschiedenen Messkonfigurationen 
durchgeführt werden (Abb. 7). 
 




Abb. 7: Messkonfigurationen der Patch Clamp-Technik [Numberger & Draguhn 1996] 
Dargestellt sind die Cell Attached-Konfiguration (a), die Whole Cell-Konfiguration (b), die 
Inside Out-Konfiguration (c) und die Outside Out-Konfiguration (d). 
 
Bei der Cell Attached-Konfiguration wird die Patchpipette direkt auf der Membran 
platziert. Dabei muss das darunter liegende Membranstück vollkommen von der 
Umgebung elektrisch isoliert sein (Gigalsealformation). Mit dieser Konfiguration ist 
es möglich, einzelne Ionenkanäle zu untersuchen. Bei der Wirkung einer 
badapplizierten Substanz auf den Kanal ist der Nachweis erbracht, dass ein Second 
Messenger an der Signaltransduktion zwischen Rezeptor und Kanal beteiligt sein 
muss. Die Cell Attached-Konfiguration ist zugleich Ausgangspunkt für das Einstellen 
aller weiteren Konfigurationen.  
Zieht man die Pipette aus der Cell Attached-Konfiguration zurück, reißt man den 
darunter liegenden Membranfleck heraus und die Innenseite der Membran ist nach 
außen zur Badlösung gerichtet. In dieser als Inside Out bezeichneten 
Messkonfiguration kann man die Wirkung von intrazellulären Botenstoffen auf 
einzelne Ionenkanäle bestimmen.  
Bei der Whole Cell-Konfiguration wird nach Erreichen der Cell Attached-
Konfiguration die Membran geöffnet und es findet ein Austausch zwischen 
Zytoplasma und Pipettenlösung statt. Dadurch ist es möglich, die Ströme über die 
gesamte Zellmembran unter definierten äußeren (Badlösung) und inneren 
(Pipettenlösung) Bedingungen zu erfassen. Sie ist zugleich die am häufigsten 
verwendete Messkonfiguration.  
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Die Outside Out-Konfiguration erhält man, wenn man aus der Whole Cell-
Konfiguration heraus die Patchpipette zurückzieht. Der darunter liegende 
Membranfleck wird herausgerissen und die Ränder schließen sich wieder 
zusammen. Auf diese Weise wird die Außenseite der Membran von der Badlösung 
umspült und man kann den Einfluss von extrazellulären Botenstoffen auf 
rezeptorgesteuerte Einzelkanäle untersuchen [Hamill et al. 1981, Numberger & Draguhn 1996]. 
In dieser Arbeit wurden alle Untersuchungen in der Whole Cell-Konfiguration 
durchgeführt. 
 
3.9.3 Der Patch Clamp-Messplatz 
Der Patch Clamp-Messplatz besteht aus folgenden wesentlichen Komponenten 
(Abb. 8): 
- Superfusionsreservoir (1) 
- Reservoir für Badlösung zur kontinuierlichen Spülung des 
Applikationssystems (2) 
- Computergesteuertes Applikationssystem DAD-12 Superfusion System (3) 
- Manipulator MS 314 (4) 
- Applikator für DAD-12 Superfusion System (5) 
- Inverses Mikroskop Nikon TE300 (6) 
- Vorverstärker mit Patchpipettenhalter CV203BU Headstage (7) 
- Wulff’sche Flasche – Superfusionsabfallgefäß (8) 
- Kamera Nikon F601 (9) 
- Mikromanipulator 5171 (10) 
- schwingungsgedämpfter Tisch & Faradayscher Käfig (11) 
- Videomonitor WV-BM 1410 (12) 
- Oszilloskop HM407 (13) 
- Verstärker Axopatch 200B (14) 
- A/D-Wandler Digidata 1200 (15) 
 





Abb. 8: Der Patch Clamp-Messplatz 
 
Für die Untersuchungen wurden täglich Glaspipetten aus Borosilikatglaskapillaren 
mit dem Mikropipettenpuller angefertigt und luftblasenfrei mit Pipettenlösung 
(140 mM KCl; 3 mM MgCl2; 10 mM HEPES; 11 mM EGTA in Aqua dest.; pH 7,2) 
gefüllt. 
3.9.4 Elektrophysiologische Parameter 
Es wurden folgende elektrophysiologischen Parameter bestimmt: 
- Membranpotential MP 
- Membranwiderstand RM 
- Membrankapazität CM 
- Serienwiderstand RA 
- Spannungsinduzierte Ströme 
- ATP-induzierte Ströme 
 
Das Membranpotential wurde unmittelbar nach Ausbildung der Whole Cell-
Konfiguration im Current Clamp-Modus bei einem applizierten Strom von I = 0 
bestimmt. Im Voltage Clamp-Modus wurden alle anderen Parameter bestimmt. 
Die Untersuchungen wurden bei einem Haltepotential von -50 mV durchgeführt. Um 
eine Strom-Spannungs-Kennlinie zu erhalten, wurden Sprungprotokolle mit 10 mV-
Spannungsssprüngen für 500 ms von -170 mV - +70 mV aufgenommen. ATP-
Lösung (100 µM) wurde mit Hilfe des DAD-12-Superfusionssystems für 5 s 
softwaregesteuert an die Zelle appliziert (S1). Anschließend wurden die Zellen für 
30 min mit Badlösung (1 ml/min) gespült, bevor eine erneute ATP-Applikation (S2) 
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erfolgte. Das Verhältnis (S2/S1) der ATP-induzierten Einwärtsströme wurde gebildet 
und in Prozent zu S1 angegeben. Die ATP-induzierten Peakströme [pA] während S1 
wurden zur Berechnung der Stromdichte [pA/pF] genutzt. 
 
3.9.5 Versuchsdurchführung  
Vor Beginn der Patch Clamp-Untersuchungen wurde das Zellkulturschälchen auf 
dem Kreuztisch des inversen Mikroskops befestigt. Der Einsatz des 
Applikationssystems ermöglichte eine kontinuierliche Superfusion der Zellen mit 
Badlösung.  
Die Patch-Pipette und der Applikator wurden in Zellnähe positioniert und ein vom 
Computer erzeugter depolarisierender Spannungsimpuls (-1 mV, 10 ms, 4 HZ) über 
die Patch-Pipette appliziert und der Pipettenwiderstand bestimmt. Zum Einsatz 
kamen Pipetten mit einem Widerstand zwischen 2 – 10 MΩ. Die Pipette wurde 
vorsichtig auf die Zellmembran aufgesetzt, wobei sich beim Berühren der Zellen der 
Widerstand leicht vergrößerte. Nach Erzeugen eines leichten Unterdrucks 
vergrößerte sich der Widerstand weiter. Damit erfolgte eine Abdichtung, so dass der 
Membranbereich unter der Pipette immer weiter elektrisch isoliert wurde. Nach 
Erhöhung des Unterdrucks wurde in das -50 mV-Startprotokoll (-50 mV, 10 ms, 
4 HZ) gewechselt. Bei einem Haltepotential von -50 mV wurde der Seal erzeugt, das 
heißt eine Abdichtung zwischen Zellmembran und Patchpipette erzielt, deren 
Widerstand im Gigaohmbereich lag. Das erneute Anlegen eines Unterdrucks 
bewirkte einen Membrandurchbruch und erzeugte damit die Whole Cell-
Konfiguration. Es änderten sich die kapazitiven Eigenschaften der Zellmembran, 
erkennbar an schnellen Auf- und Entladungsströmen am Anfang und Ende des 
Testimpulses als Reaktion auf den Spannungsimpuls.  
Die Membrankapazität, der Membranwiderstand, der Serienwiderstand, die 
Membran-Zeit-Konstanten und der Haltestrom konnten mit Hilfe des Programms 
Clampex bestimmt werden. Durch Umschalten in den Current Clamp-Modus des 
Verstärkers wurde das Membranpotential ermittelt. Anschließend wurde 
softwaregesteuert das Spannungsprotokoll zur Bestimmung der 
spannungsinduzierten Ströme durchgeführt. ATP wurde über das System DAD-12 
appliziert. Die resultierenden Stromantworten wurden mit der Software Clampex 
registriert und mit dem Programm Clampfit ausgewertet. 
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3.10 Bildbearbeitung, Datenauswertung und Statistik 
Die morphologischen Untersuchungen wurden mit Hilfe des Neurolucida-Systems 
durchgeführt. Die bildhafte Dokumentation und Aufnahme der morphologischen 
Parameter erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms Neurolucida Version 7. Die 
morphologischen Daten (Zellgröße, Neuritenanzahl und –länge, Anzahl der 
Verzweigungen) konnten mit Hilfe des Computerprogramms Neurolucida Explorer 
ausgewertet werden.  
Die fluoreszenzmarkierten (DAPI) Präparate wurden an einem Mikroskop mit 
Fluoreszenzeinrichtung (Leitz DMRD) angeregt und mittels einer Kamera 
(SensiCam 12BIT Cooled Imaging) bildhaft dokumentiert.  
Die Analyse der Real-Time PCR erfolgte mit Hilfe der Software MyIQ. 
Alle aufgeführten Resultate sind repräsentativ für mindestens drei unabhängige 
Experimente. Die Auswertung der aufgezeichneten Messdaten erfolgte mit Microsoft 
Office Excel. Statistisch ausgewertete Daten wurden als 
Mittelwert ± Standardabweichung der Mittelwerte (SEM) dargestellt, wenn keine 
anderen Angaben gemacht wurden. Nach Durchführung der Varianzanalyse mit 
dem F-Test wurden die Signifikanzen mit dem varianzhomogenen und 
varianzinhomogenen ungepaarten Student’s T-Test berechnet. 
Wahrscheinlichkeitswerte von p ≤ 0,05 wurden als statistisch signifikant berichtet. 





4.1 Induktion der Hypoxie 
Um zellbasierte Hypoxiemodelle zu etablieren, wurde zunächst die Beutelmethode 
entwickelt. Die Zellen wurden in Beutel aus Polypropylen eingefüllt, in welche ein 
Gasgemisch mit 94 % N2, 5 % CO2 und 1 % O2 eingeleitet wurde. Anschließend 
wurden die Beutel verschweißt. Im späteren Verlauf der Arbeiten stand ein 
Multigasinkubator zur Verfügung, mit welchem eine definierte Atmosphäre von 1 % 
O2 und 5 % CO2 eingestellt werden konnte. Die Gaszusammensetzung im 
Multigasinkubator entsprach dem Gasgemisch, das in der Beutelmethode verwendet 
wurde. Um die Gleichwertigkeit beider Methoden zu belegen, wurden die Ergebnisse 
der Stoffwechselaktivitäten von humanen primären Makrophagen nach 24 h 
Sauerstoffentzug allein oder Sauerstoff- und Glucoseentzug verglichen (Abb. 9). 
 
 
Abb. 9: Stoffwechselaktivität von Makrophagen nach 24 h OD und OGD 
Dargestellt ist die Stoffwechselaktivität (in %, Mittelwerte ± SEM) von humanen primären 
Makrophagen nach 24 h Sauerstoffentzug (OD) bzw. Sauerstoff- und Glucoseentzug 
(OGD) bezogen auf die Stoffwechselaktivität von Makrophagen unter Normbedingungen 
(K = Kontrolle) in Abhängigkeit der Methode des Sauerstoffentzugs. weiß: 
Multigasinkubator (n = 16), gestreift: Beutelmethode (n = 3). * =  signifikant vs. Kontrolle 
p ≤ 0,05. 
 
Humane primäre Makrophagen, die unter Normbedingungen kultiviert wurden, 
dienten als Kontrolle. Ihre Stoffwechselaktivität wurde auf 100 % festgesetzt. Aus 
Abb. 9 ist zu erkennen, dass sich die mit Hilfe beider Methoden ermittelten 
Stoffwechselaktivitäten nicht signifikant unterscheiden. Bei beiden Methoden war 
nach 24 h Sauerstoffentzug (OD) eine signifikante Steigerung der 
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Stoffwechselaktivität erkennbar (Multigasinkubator: 127,2 ± 3,7 %; Beutelmethode: 
134,5 ± 6,5 %). Die signifikante Reduktion der Stoffwechselaktivität nach 24 h 
Sauerstoff- und Glucoseentzug (OGD) konnte sowohl nach Inkubation im 
Multigasinkubator (62,6 ± 9,2 %) als auch nach Anwendung der Beutelmethode 
(64,7 ± 12,4 %) belegt werden.  
Die Untersuchungen belegen, dass beide Methoden der Hypoxieinduktion 
gleichwertig sind. In weiteren Untersuchungen wurde die Vergleichbarkeit der 
Ergebnisse vorausgesetzt. 
4.2 Etablierung der Hypoxiemodelle 
Zunächst wurden humane primäre Makrophagen untersucht. Aufgrund der geringen 
Verfügbarkeit und Inhomogenität eignen sich diese nur begrenzt für ein 
Hochdurchsatzscreening potentiell protektiver Wirkstoffe. Deshalb wurden die 
Zelllinien THP-1 und NR8383 als Modell für humane bzw. murine Makrophagen 
genutzt. Vor allem neuronale Zellen reagieren aufgrund ihres hohen Energiebedarfs 
drastisch auf den Entzug von Sauerstoff und Nährstoffen. Die Zelllinie SH-SY5Y 
wurde als Modell für humane neuronale Zellen und die Zelllinie B104 als Modell für 
neuronale Zellen der Ratte unter in vitro-Hypoxie charakterisiert. 
 
4.2.1 Humane primäre Makrophagen als Hypoxiemodell 
4.2.1.1 Einfluss von Hypoxie auf Stoffwechselaktivität und Zelluntergang 
humaner primärer Makrophagen  
Humane primäre Makrophagen wurden für 12 h, 24 h, 36 h und 48 h unter 
Normbedingungen (K), Glucoseentzug (GD), Sauerstoffentzug (OD) und der 
Kombination aus beidem (OGD) inkubiert. Anschließend wurden im MTT- und LDH-
Test Stoffwechselaktivität und Zelluntergang bestimmt. In Abb. 10 sind die 
Ergebnisse des MTT- und des LDH-Tests bei unterschiedlichen 
Versuchsbedingungen in Abhängigkeit der Zeit dargestellt. Makrophagen, welche 
unter Normbedingungen kultiviert wurden, dienten als Kontrolle (K). Ihre 




Abb. 10: Einfluss von Hypoxie auf humane primäre Makrophagen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Glucoseentzug (GD), Sauerstoffentzug (OD) und Sauerstoff- 
& Glucoseentzug (OGD) in % der Kontrolle (K) in Abhängigkeit der Zeit 
(Mittelwerte ± SEM). * =  signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05; n = 6-29 (MTT-Test) bzw. n = 3-
17 (LDH-Test). 
 
Nach 12 h wurde die Stoffwechselaktivität humaner primärer Makrophagen durch 
die Versuchsbedingungen nicht beeinflusst (Abb. 10A). Die LDH-Freisetzung (Abb. 
10B) sank nach GD und OGD auf 44,8 ± 4,4 % (n = 7) bzw. 34,8 ± 13 % (n = 3). 
Unter OD stieg die LDH-Freisetzung auf 109,9 ± 4,6 % (n = 3).  
Ab 24 h ließ sich eine zeitabhängige Verminderung der Stoffwechselaktivität unter 
GD beobachten (Abb. 10A). Sie betrug nach 24 h GD 66,4 ± 4,2 % (n = 29), nach 
36 h 44,5 ± 4,9 % (n = 7) und nach 48 h 37,3 ± 8 % (n = 6). Nach 24 h zeigte sich 
eine Verminderung der LDH-Freisetzung durch GD auf 76,7 ± 11,1 % (n = 17). Eine 
weitere Verminderung bei längerfristiger GD erfolgte nicht (Abb. 10B).  
Im Gegensatz dazu wurde nach 24 h die Stoffwechselaktivität durch OD auf 
123,8 ± 4,1 % (n = 21) erhöht. Eine weitere Steigerung wurde sowohl nach 36 h 
(125,7 ± 4,9 %; n = 7) als auch nach 48 h (136,3 ± 11,7 %; n = 6) beobachtet (Abb. 
10A). Die erhöhte Stoffwechselaktivität von humanen primären Makrophagen unter 
OD korrelierte nach 36 h mit einer reduzierten LDH-Freisetzung (75,8 ± 10,1 %; 
n = 3; Abb. 10B).  
Eine zeitabhängige Abnahme der Stoffwechselaktivität trat ebenfalls unter OGD auf 
(Abb. 10A). Nach 24 h betrug sie 61,4 ± 7,3 % (n = 21), nach 36 h 55,8 ± 5,6 % 
(n = 7) und nach 48 h 52,2 ± 5,1 % (n = 6). Die Abnahme der Stoffwechselaktivität 
korrelierte mit einer Zunahme der LDH-Freisetzung (Abb. 10B). Die Freisetzung 
erhöhte sich nach 24 h und 48 h OGD signifikant auf 202,3 ± 59,8 % (n = 12) bzw. 
169,2 ± 19,2 % (n = 3).  
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Die Ergebnisse lassen darauf schließen, dass Sauerstoffentzug oder Glucoseentzug 
allein im beobachteten Zeitraum keine zellschädigenden Wirkungen an humanen 
primären Makrophagen hat. Die Kombination von Sauerstoff- und Glucoseentzug 
führte zeitabhängig zum Zelluntergang.  
4.2.1.2 Einfluss von Hypoxie auf elektrophysiologische Parameter humaner 
primärer Makrophagen 
Um zu untersuchen, inwieweit die unter Hypoxie beobachteten Veränderungen der 
Stoffwechselaktivität und des Zelluntergangs humaner primärer Makrophagen auf 
mögliche Veränderungen der Zellmembran zurückzuführen sind, wurden 
elektrophysiologische Parameter mit Hilfe der Patch Clamp-Technik bestimmt. Dazu 
wurden die Zellen für 24 h unter GD-, OD- und OGD-Bedingungen kultiviert und 
anschließend Membranparameter (Membranpotential, Membranwiderstand, 





Abb. 11: Membranparameter humaner primärer Makrophagen unter Hypoxie 
Membranpotential (A); Membrankapazität (B); Membranwiderstand (C). 
Dargestellt sind der Einfluss von 24-stündigem Glucoseentzug (GD), Sauerstoffentzug (OD) 
und Sauerstoff- & Glucoseentzug (OGD) auf die Membranparameter humaner primärer 
Makrophagen im Vergleich zu unbehandelten Zellen (K). Mittelwerte ± SEM; n = 6-12. * =  
signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05. 
 
Das Membranpotential humaner primärer Makrophagen betrug -20,9 ± 2,9 mV 
(n = 11). Es wurde durch die Versuchsbedingungen nicht beeinflusst (Abb. 11A).  
Die Membrankapazität wurde durch 24-stündige GD von 45,1 ± 5,9 pF (n = 11) auf 
74,3 ± 8,5 pF (n = 12) signifikant erhöht. OD beeinflusste die Membrankapazität 
nicht. Eine Erhöhung wurde ebenfalls unter OGD-Bedingungen beobachtet 
(70,8 ± 17,4 pF, n = 6; Abb. 11B).  
Die unter Normbedingungen kultivierten Makrophagen hatten einen 
Membranwiderstand von 1,1 ± 0,1 GΩ (n = 11). Nur durch OGD, nicht durch GD 








Abb. 12: Strom-Spannungs-Kennlinien humaner primärer Makrophagen unter Hypoxie 
Dargestellt sind die Strom-Spannungs-Kennlinien humaner primärer Makrophagen nach 
24 h. Die resultierenden Ströme (I in pA) wurden gegen die applizierten Spannungen (U in 
mV) aufgetragen. K: Kontrolle; GD: Glucoseentzug; OD: Sauerstoffentzug; OGD: 
Sauerstoff- & Glucoseentzug. Mittelwerte ± SEM; n = 6-18. * =  signifikant vs. Kontrolle 
p ≤ 0,05. 
 
In weiteren Untersuchungen wurden Stromspannungskennlinien aufgenommen. Wie 
Abb. 12 zeigt, wurden diese durch die Versuchsbedingungen nicht beeinflusst. Unter 
Glucoseentzug zeigte sich lediglich eine Tendenz zu erhöhten Auswärtsströmen. Bei 
Applikation einer Spannung von +70 mV wurde der resultierende Strom von 
+238,8 ± 40,8 pA (unbehandelte Zellen, n = 11) auf +508,8 ± 157,9 pA (n = 10) 
erhöht. 
 
Abb. 13: Originalregistrat ATP-induzierter Einwärtsströme humaner primärer Makrophagen  
Dargestellt sind durch ATP (100 µM) induzierte Einwärtsströme nach der 1. ATP-Applikation 
(S1) und der 2. Applikation (S2) nach 30 min Auswasch. Die Registrate wurden an humanen 




ATP (100 µM) induziert an humanen primären Makrophagen einen 
charakteristischen Einwärtsstrom [Eschke 2001; Eschke et al. 2002]. Er ist durch eine schnelle 
Aktivierung sowie eine schnelle Inaktivierung gekennzeichnet und zeigt bei 
wiederholter Applikation eine Desensibilisierung (Abb. 13). 
 
Abb. 14: ATP-induzierte Ströme humaner primärer Makrophagen unter Hypoxie 
Stromdichte ATP-induzierter Ströme (A); Ausmaß der Desensibilisierung (B) 
Dargestellt sind die Stromdichte (Stromstärke bezogen auf die Membrankapazität in pA/pF) 
und das Ausmaß der Desensibilisierung (Strom der 2. Applikation S2 im Verhältnis zu Strom 
der 1. Applikation S1 in %) ATP-induzierter Ströme nach 24 h Glucoseentzug (GD), 
Sauerstoffentzug (OD) bzw. Sauerstoff- & Glucoseentzug (OGD) im Vergleich zu 
unbehandelten Zellen (K). Mittelwerte ± SEM; n = 5-14 (Stromdichte); n = 3-6 (S2/S1). 
* = signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05. 
 
In Abb. 14A ist die Stromdichte der ATP-induzierten Ströme nach 24 h GD, OD und 
OGD im Vergleich zu unbehandelten Makrophagen (K) dargestellt. Unter 
Normbedingungen betrug die Stromdichte bei Applikation von 100 µM ATP 
-1,9 ± 0,6 pA/pF (n = 10). Sie wurde durch GD signifikant auf -5 ± 0,9 pA/pF (n = 7) 
erhöht. OD und OGD erhöhten die Stromdichte ebenfalls, jedoch in geringerem 
Ausmaß auf -3,5 ± 0,6 pA/pF (n = 14) bzw. -3,6 ± 0,7 pA/pF (n = 5). 
Das Ausmaß der Desensibilisierung wurde durch die Versuchsbedingungen nicht 
beeinflusst (Abb. 14B).  
 
4.2.1.3 Einfluss von Hypoxie auf die TNF-α-Freisetzung humaner primärer 
Makrophagen 
Makrophagen setzen nach Aktivierung das proinflammatorische Zytokin 
Tumornekrosefaktor alpha (TNF-α) frei. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, 
wie 24 h Hypoxie die Freisetzung dieses Mediators beeinflusst. Dazu wurde mit Hilfe 
des TNF-α-ELISA die TNF-α-Freisetzung nach 24 h Kultivierung unter GD-, OD- und 
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OGD-Bedingungen untersucht. Unter Normbedingungen kultivierte Zellen dienten 




Abb. 15: TNF-α-Freisetzung humaner primärer Makrophagen unter Hypoxie 
Dargestellt ist die TNF-α-Freisetzung humaner primärer Makrophagen nach 24 h 
Glucoseentzug (GD), Sauerstoffentzug (OD) und Sauerstoff- & Glucoseentzug (OGD) im 
Vergleich zu unbehandelten Zellen (K) und durch 100 ng/ml LPS aktivierte Makrophagen 
(LPS). Mittelwerte ± SEM; n = 11. * = signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05. 
 
Die Freisetzung von TNF-α betrug 41,2 ± 19,5 pg/ml bei unbehandelten 
Makrophagen. GD führte zu einem Anstieg der TNF-α-Freisetzung auf 
264,8 ± 71,8 pg/ml. OGD führte ebenfalls zu einer Erhöhung der Freisetzung von 
TNF-α auf 326,9 ± 69,8 pg/ml. OD dagegen hatte keinen signifikanten Einfluss auf 
die TNF-α-Freisetzung. Durch eine Stimulation mit LPS (100 ng/ml) für 24 h stieg die 
TNF-α-Freisetzung auf 6530,7 ± 1435,9 pg/ml an. (Abb. 15). 
 
4.2.2 Die humane Zelllinie THP-1 als Hypoxiemodell 
Die humane monozytäre Zelllinie THP-1 differenziert nach Stimulation mit Phorbol-
12-myristat-13-acetat (PMA; 0,1 µg/ml; 24 h) zu makrophagenähnlichen Zellen und 




4.2.2.1 Einfluss von Hypoxie auf Stoffwechselaktivität und Zelluntergang 
von THP-1-Zellen 
THP-1-Zellen wurden für 12 h, 24 h, 36 h und 48 h unter Normbedingungen (K), 
GD-, OD- und OGD-Bedingungen inkubiert. Anschließend wurden im MTT- und 
LDH-Test Stoffwechselaktivität und Zelluntergang bestimmt. In Abb. 16 sind die 
Ergebnisse des MTT- (Abb. 16A) und des LDH-Tests (Abb. 16B) bei 
unterschiedlichen Versuchsbedingungen in Abhängigkeit der Zeit dargestellt. THP-1-
Zellen, die unter Normbedingungen kultiviert wurden, dienten als Kontrolle (K). Ihre 
Stoffwechselaktivität und LDH-Freisetzung wurde auf 100 % festgesetzt. 
 
Abb. 16: Einfluss von Hypoxie auf THP-1-Zellen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Glucoseentzug (GD), Sauerstoffentzug (OD) und Sauerstoff- 
& Glucoseentzug (OGD) in % der Kontrolle (K) in Abhängigkeit der Zeit 
(Mittelwerte ± SEM). * =  signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05; n = 7-17 (MTT-Test) bzw. n = 8-
17 (LDH-Test). 
 
GD und OGD verminderten nach 12 h die Stoffwechselaktivität von THP-1-Zellen 
auf 31,8 ± 3,3 % (n = 16) bzw. 40 ± 9,3 % (n = 16). Die Abnahme der 
Stoffwechselaktivität war zeitabhängig und erreichte nach 48 h mit 9,5 ± 1,4 % (GD; 
n = 7) und 9,7 ± 0,9 % (OGD; n = 7) ihr Maximum (Abb. 16A). Die Verminderung der 
Stoffwechselaktivität durch GD und OGD korrelierte mit einer Steigerung der LDH-
Freisetzung. Die freigesetzte LDH betrug nach 12 h 179,6 ± 18,2 % (GD; n = 17) 
und 192,5 ± 24,1 % (OGD; n = 17). Nach 48 h GD und OGD wurde das Maximum 
der LDH-Freisetzung mit 272,2 ± 34,8 % (GD; n = 8) bzw. 279,8 ± 32,8 % (OGD; 
n = 8) erreicht (Abb. 16B).  
OD erhöhte die Stoffwechselaktivität nach 24 h um 30,6 ± 8,3 % (n = 13). Im 
weiteren Zeitverlauf wurde die Stoffwechselaktivität durch OD nicht weiter 
beeinflusst (Abb. 16A). Die LDH-Freisetzung wurde durch OD ab 36 h zeitabhängig 
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gesteigert (Abb. 16B). Sie betrug nach 36 h 112,1 ± 4,5 % (n = 16) und nach 48 h 
149,2 ± 12,6 % (n = 8). 
 
Um apoptotische Vorgänge unter Hypoxie nachzuweisen, wurde die DAPI-Färbung 
angewandt. Die Zellen wurden für 12 h und 36 h unter GD-, OD- und OGD-
Bedingungen kultiviert. In Abb. 17 sind exemplarisch fluoreszenzmikroskopische 
Aufnahmen einer DAPI-Färbung nach 12 h OGD dargestellt.  
 
 
Abb. 17: DAPI-gefärbte Zellkerne von THP-1-Zellen nach 12 h Hypoxie 
Unbehandelte Zellen (A); 12 h OGD (B) 
Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von DAPI-gefärbten Zellkernen 
nach 12 h OGD (20fache Vergrößerung).  
 
Es war kein Unterschied zwischen unbehandelten und 12 h unter OGD kultivierten 
THP-1-Zellen hinsichtlich der Anzahl apoptotischer Zellkerne nachweisbar. Drei 
weitere unabhängige Experimente bestätigten dies. Auch nach 36 h konnte keine 
Zunahme an apoptotischen Zellen im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden.  
 
4.2.2.2 Einfluss von Hypoxie auf die Somafläche von THP-1 
In einer weiteren Versuchsserie wurde die Somafläche der THP-1-Zellen als 
morphologisches Merkmal bestimmt. Dazu wurden sie für 36 h unter GD-, OD- und 
OGD-Bedingungen kultiviert. Anschließend wurde das Zytoskelett mit Antikörpern 
gegen ßIII-Tubulin markiert und mit Hilfe immunhistochemischer Färbung 






Abb. 18: Einfluss von Hypoxie auf morphologische Gestalt und Somafläche von THP-1-Zellen 
Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen (40fache Vergrößerung) von ßIII-Tubulin-
markierten THP-1-Zellen. (A: unbehandelte Zellen B: 36 h OGD). 
In Abbildung C sind die ermittelten Somafläche in µm2 in Abhängigkeit der 
Versuchsbedingungen (K: Normbedingungen; GD: Glucoeseentzug; OD: Sauerstoffentzug; 
OGD: Sauerstoff- & Glucoseentzug) dargestellt. Mittelwerte ± SEM; n = 3. * =  signifikant 
vs. Kontrolle p ≤ 0,05. 
 
Die Somafläche von THP-1-Zellen betrug nach 36 h Kultivierung unter 
Normbedingungen 1,906 ± 0,575 mm2. Sowohl unter GD als auch unter OD änderte 
sich die Somafläche im Vergleich zu unbehandelten Zellen nicht. Unter OGD war 
eine signifikante Verminderung des Zellsomas auf 0,218 ± 0,041 mm2 nachweisbar 
(Abb. 18C). Die Veränderung der Fläche und der Gestalt des Zellsomas durch OGD 
war auch im Lichtmikroskop deutlich erkennbar (Abb. 18A & B). Die typische 
flächige Ausbreitung des Zellkörpers von Makrophagen, mit teilweise spindelförmig 
ausgezogenen Ausstülpungen, wurde unter OGD nicht beobachtet. Die 
Makrophagen nahmen eine kleinere, kugelförmige Gestalt an. 
 
4.2.3 Die humane neuronale Zelllinie SH-SY5Y als Hypoxiemodell 
4.2.3.1 Einfluss von Hypoxie auf Stoffwechselaktivität und Zelluntergang 
von SH-SY5Y-Zellen 
SH-SY5Y-Zellen wurden für 12 h, 24 h, 36 h und 48 h unter Normbedingungen (K), 
GD-, OD- und OGD-Bedingungen inkubiert. Anschließend wurden im MTT- und 
LDH-Test Stoffwechselaktivität und Zelluntergang bestimmt. In Abb. 19 sind die 
Ergebnisse des MTT- (Abb. 19A) und des LDH-Tests (Abb. 19B) bei 
unterschiedlichen Versuchsbedingungen in Abhängigkeit der Zeit dargestellt. 
SH-SY5Y-Zellen, die unter Normbedingungen kultiviert wurden, dienten als 
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Kontrolle (K). Ihre Stoffwechselaktivität und LDH-Freisetzung wurde auf 100 % 
festgesetzt. 
 
Abb. 19: Einfluss von Hypoxie auf SH-SY5Y-Zellen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Glucoseentzug (GD), Sauerstoffentzug (OD) und Sauerstoff- 
& Glucoseentzug (OGD) in % der Kontrolle (K) in Abhängigkeit der Zeit 
(Mittelwerte ± SEM). * =  signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05; n = 6-16 (MTT-Test) bzw. n = 6-
16 (LDH-Test). 
 
GD und OGD führten nach 12 h zu einer Verminderung der Stoffwechselaktivität auf 
37,5 ± 5,3 % (n = 15) und 40,8 ± 5,4 % (n = 15). Im weiteren Zeitverlauf kam es zu 
keiner weiteren Abnahme der Stoffwechselaktivität (Abb. 19A). Die Abnahme der 
Stoffwechselaktivität unter diesen Bedingungen korrelierte mit einer Steigerung der 
LDH-Freisetzung, die nach 12 h mit 250 ± 23,3% (GD; n = 15) und 240,6 ± 19,8 % 
(OGD; n = 15) ihr Maximum erreichte (Abb. 19B).  
OD hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Stoffwechselaktivität und die LDH-
Freisetzung während des beobachteten Zeitraums. 
 
Um apoptotische Vorgänge unter Hypoxie nachzuweisen, wurde die DAPI-Färbung 
angewandt. Die Zellen wurden für 12 h und 36 h unter GD-, OD- und OGD-
Bedingungen kultiviert. In Abb. 20 sind exemplarisch fluoreszenzmikroskopische 





Abb. 20: DAPI-gefärbte Zellkerne von SH-SY5Y-Zellen nach 12 h Hypoxie 
Unbehandelte Zellen (A); 12 h OGD (B) 
Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von DAPI-gefärbten Zellkernen 
nach 12 h OGD (20fache Vergrößerung). 
 
Es war kein Unterschied zwischen unbehandelten und 12 h unter OGD kultivierten 
SH-SY5Y-Zellen hinsichtlich der Anzahl apoptotischer Zellkerne nachweisbar. Drei 
weitere unabhängige Experimente bestätigten dies. Auch nach 36 h konnte keine 
Zunahme an apoptotischen Zellen im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. 
 
4.2.3.2 Einfluss von Hypoxie auf morphologische Parameter von SH-SY5Y-
Zellen 
In einer weiteren Untersuchungsreihe wurden verschiedene morphologische 
Parameter der SH-SY5Y-Zellen bestimmt. Dazu wurden sie für 36 h unter GD-, OD- 
und OGD-Bedingungen kultiviert. Anschließend wurde das Zytoskelett mit 
Antikörpern gegen MAP-2 markiert und mit Hilfe immunhistochemischer Färbung 
dargestellt. Unter Verwendung des Neurolucida-Systems wurden Somafläche, 





Abb. 21: Einfluss von Hypoxie auf morphologische Parameter von SH-SY5Y-Zellen 
Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen (40fache Vergrößerung) von MAP-2-
markierten SH-SY5Y-Zellen. (A: unbehandelte Zellen B: 36 h OGD). 
In Abb. C sind die ermittelten Somaflächen in µm2, in Abb. D die Anzahl der Neuriten, in 
Abb. E die mittlere Neuritenlänge in µm und in Abb. F die Anzahl der Verzweigungen 
jeweils in Abhängigkeit der Versuchsbedingungen (K: Normbedingungen; GD: 
Glucoeseentzug; OD: Sauerstoffentzug; OGD: Sauerstoff- & Glucoseentzug) dargestellt. 
Mittelwerte ± SEM; n = 3. * =  signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05. 
 
Veränderungen der morphologischen Gestalt von SH-SY5Y-Zellen unter OGD 
waren unter dem Lichtmikroskop gut zu erkennen. In den Abb. 21A und Abb. 21B 
sind Aufnahmen von MAP-2-markierten unbehandelten und unter OGD kultivierter 
Zellen vergleichend dargestellt. Es ist deutlich eine Verlängerung der Neuriten und 
eine stärkere Verzweigung der Neuriten unter OGD erkennbar.  
Die Somafläche betrug nach 36 h Kultivierung unter Normbedingungen 
366,8 ± 36,6 µm2. Unter GD, OD und OGD-Bedingungen veränderte sich die 
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Somafläche nicht signifikant. Unter OD bzw. OGD wurde eine geringe Vergrößerung 
der Somafläche auf 574,3 ± 84,4 µm2 und 491,9 ± 139,2 µm2 beobachtet (Abb. 
21C).  
Die Anzahl der Neuriten änderte sich durch die Versuchsbedingungen nicht (Abb. 
21D).  
Die mittlere Neuritenlänge wurde unter OGD von 14 ± 1,9 µm (unbehandelte Zellen) 
auf 40,2 ± 6 µm signifikant erhöht (Abb. 21E). Dies korrelierte mit einer 
Vergrößerung der Gesamtneuritenlänge von 66,6 ± 7,8 µm auf 146,3 ± 46,4 µm 
(nicht gezeigt). Unter GD oder OD war keine Veränderung der Neuritenlänge 
nachweisbar. 
Die Anzahl der Verzweigungen erhöhte sich unter OGD von 1,2 ± 0,3 (unbehandelte 
Zellen) auf 2,5 ± 0,9. GD oder OD allein zeigten keinen Einfluss auf die Anzahl der 
Verzweigungen (Abb. 21F). 
 
4.2.4 Die murine Makrophagenzelllinie NR8383 als Hypoxiemodell 
4.2.4.1 Einfluss von Hypoxie auf Stoffwechselaktivität und Zelluntergang 
von NR8383-Zellen 
NR8383-Zellen wurden für 12 h, 24 h, 36 h und 48 h unter Normbedingungen (K), 
GD-, OD- und OGD-Bedingungen inkubiert. Anschließend wurden im MTT- und 
LDH-Test Stoffwechselaktivität und Zelluntergang bestimmt. In Abb. 22 sind die 
Ergebnisse des MTT- (Abb. 22A) und des LDH-Tests (Abb. 22B) bei 
unterschiedlichen Versuchsbedingungen in Abhängigkeit der Zeit dargestellt. 
NR8383-Zellen, die unter Normbedingungen kultiviert wurden, dienten als 





Abb. 22: Einfluss von Hypoxie auf NR8383-Zellen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Glucoseentzug (GD), Sauerstoffentzug (OD) und Sauerstoff- 
& Glucoseentzug (OGD) in % der Kontrolle (K) in Abhängigkeit der Zeit 
(Mittelwerte ± SEM). * =  signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05; n = 7-28 (MTT-Test) bzw. 
n = 6-28 (LDH-Test). 
 
GD verminderte nach 12 h die Stoffwechselaktivität auf 78 ± 7,6 % (n = 28). Die 
Abnahme der Stoffwechselaktivität unter dieser Bedingung war zeitabhängig. Nach 
48 h betrug sie 51,7 ± 10,5 % (n = 7; Abb. 22A). Die Verminderung unter GD-
Bedingungen korrelierte ab 36 h mit einer erhöhten LDH-Freisetzung, die ein 
Maximum von 131,2 ± 14,3 % (n = 7) nach 48 h erreichte (Abb. 22B).  
OD erhöhte nach 12 h die Stoffwechselaktivität signifikant auf 132,3 ± 9 % (n = 28) 
und nach 24 h auf 145,8 ± 17,4 % (n = 11). Im weiteren Zeitverlauf wurde die 
Stoffwechselaktivität nicht beeinflusst (Abb. 22A). Die LDH-Freisetzung wurde nach 
48 h auf 85,2 ± 4,9 % (n = 7) gesenkt (Abb. 22B). 
OGD führte ab 24 h zu einer zeitabhängigen Verminderung der 
Stoffwechselaktivität. Nach 48 h betrug sie 48,7 ± 7,6 % (n = 7; Abb. 22A). Die LDH-
Freisetzung erhöhte sich ab 12 h OGD zeitabhängig, mit einem Maximum von 
189,1 ± 23,3 % (n = 28) nach 36 h (Abb. 22B).  
 
Um apoptotische Vorgänge unter Hypoxie nachzuweisen, wurde die DAPI-Färbung 
angewandt. Die Zellen wurden für 12 h und 36 h unter GD-, OD- und OGD-
Bedingungen kultiviert. In Abb. 23 sind exemplarisch fluoreszenzmikroskopische 





Abb. 23: DAPI-gefärbte Zellkerne von NR8383-Zellen nach 12 h Hypoxie 
Unbehandelte Zellen (A); 12 h OGD (B) 
Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von DAPI-gefärbten Zellkernen 
nach 12 h OGD (20fache Vergrößerung). 
 
Es war kein Unterschied zwischen unbehandelten und 12 h unter OGD kultivierten 
NR8383-Zellen hinsichtlich der Anzahl apoptotischer Zellkerne nachweisbar. Drei 
weitere unabhängige Experimente bestätigten dies. Auch nach 36 h konnte keine 
Zunahme an apoptotischen Zellen im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. 
 
4.2.4.2 Einfluss von Hypoxie auf die Somafläche von NR8383-Zellen 
Als morphologisches Merkmal wurde die Somafläche von NR8383-Zellen in einer 
weiteren Versuchsreihe bestimmt. Dazu wurden die Zellen für 36 h unter GD-, OD- 
und OGD-Bedingungen kultiviert. Anschließend wurde das Zytoskelett mit 
Antikörpern gegen ßIII-Tubulin markiert und mit Hilfe immunhistochemischer 






Abb. 24: Einfluss von Hypoxie auf morphologische Gestalt und Somafläche von NR8383- 
Zellen 
Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen (40fache Vergrößerung) von ßIII-Tubulin-
markierten NR8383-Zellen. (A: unbehandelte Zellen B: 36 h OGD). 
In Abbildung C sind die ermittelten Somaflächen in µm2 in Abhängigkeit der 
Versuchsbedingungen (K: Normbedingungen; GD: Glucoseentzug; OD: Sauerstoffentzug; 
OGD: Sauerstoff- & Glucoseentzug) dargestellt. Mittelwerte ± SEM; n = 3.  
 
Nach 36 h OGD waren lichtmikroskopisch keine Veränderungen der Gestalt von 
NR8383-Zellen erkennbar (Abb. 24A & B). 
Die Somafläche von NR8383-Zellen betrug nach 36 h Kultivierung unter 
Normbedingungen 511,5 ± 65,1 µm2. Unter GD-, OD- und OGD-Bedingungen war 
keine signifikante Veränderung der Somafläche nachweisbar. Unter GD und OD 
kam es lediglich zu einer geringen Vergrößerung der Somafläche auf 
736,7 ± 143,3 µm2 bzw. 838,7 ± 114,2 µm2 (Abb. 24C).  
 
4.2.5 Die murine neuronale Zelllinie B104 als Hypoxiemodell 
4.2.5.1 Einfluss von Hypoxie auf Stoffwechselaktivität und Zelluntergang 
von B104-Zellen 
B104-Zellen wurden für 12 h, 24 h, 36 h und 48 h unter Normbedingungen (K), GD-, 
OD- und OGD-Bedingungen inkubiert. Anschließend wurden im MTT- und LDH-Test 
Stoffwechselaktivität und der Zelluntergang bestimmt. In Abb. 25 sind die 
Ergebnisse des MTT- (Abb. 25A) und des LDH-Tests (Abb. 25B) bei 
unterschiedlichen Versuchsbedingungen in Abhängigkeit der Zeit dargestellt. B104-
Zellen, welche unter Normbedingungen kultiviert wurden, dienten als Kontrolle (K). 




Abb. 25: Einfluss von Hypoxie auf B104-Zellen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Glucoseentzug (GD), Sauerstoffentzug (OD) und Sauerstoff- 
& Glucoseentzug (OGD) in % der Kontrolle (K) in Abhängigkeit der Zeit 
(Mittelwerte ± SEM). * =  signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05; n = 9-31 (MTT-Test) bzw. 
n = 9-31 (LDH-Test). 
 
GD und OGD verminderten nach 12 h die Stoffwechselaktivität auf 38 ± 3,8 % 
(n = 27) und 29,7 ± 5,2 % (n = 25). Im weiteren Zeitverlauf kam es zu keiner 
weiteren Abnahme der Stoffwechselaktivität (Abb. 25A). Die verminderte 
Stoffwechselaktivität korrelierte mit einer zeitabhängigen Steigerung der LDH-
Freisetzung. Sie betrug nach 12 h 235 ± 18% (GD; n = 25) und 343,5 ± 70,1 % 
(OGD; n = 24). Nach 24 h GD und OGD wurde das Maximum der LDH-Freisetzung 
mit 340,9 ± 46,4% (GD; n = 16) und 469,7 ± 102,7 % (OGD; n = 16) erreicht (Abb. 
25B).  
OD führte ab 24 h zu einer Abnahme der Stoffwechselaktivität auf 69,2 ± 6,1 % 
(n = 15). Längerfristige Inkubation unter OD-Bedingungen führte zu keiner weiteren 
Verminderung der Stoffwechselaktivität (Abb. 25A). Nach 36 h korrelierte die 
verminderte Stoffwechselaktivität mit einer erhöhten LDH-Freisetzung von 
141,7 ± 15,2 % (n = 31; Abb. 25B). 
 
Um apoptotische Vorgänge unter Hypoxie nachzuweisen, wurde die DAPI-Färbung 
angewandt. Die Zellen wurden für 12 h und 36 h unter GD-, OD- und OGD-
Bedingungen kultiviert. In Abb. 26 sind exemplarisch fluoreszenzmikroskopische 





Abb. 26: DAPI-gefärbte Zellkerne von B104-Zellen nach 12 h Hypoxie 
Unbehandelte Zellen (A); 12 h OGD (B) 
Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von DAPI-gefärbten Zellkernen 
nach 12 h OGD (20fache Vergrößerung). 
 
Es war kein Unterschied zwischen unbehandelten und 12 h unter OGD kultivierten 
B104-Zellen hinsichtlich der Anzahl apoptotischer Zellkerne nachweisbar. Drei 
weitere unabhängige Ergebnisse bestätigten dies. Auch nach 36 h konnte keine 
Zunahme an apoptotischen Zellen im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden.  
 
4.2.5.2 Einluss von Hypoxie auf morphologische Parameter von B104-Zellen 
In weiteren Untersuchungen wurden verschiedene morphologische Parameter der 
B104-Zellen bestimmt. Dazu wurden sie für 36 h unter GD-, OD- und OGD-
Bedingungen kultiviert. Anschließend wurde das Zytoskelett mit Antikörpern gegen 
MAP-2 markiert und mit Hilfe immunhistochemischer Färbung dargestellt. Unter 
Verwendung des Neurolucida-Systems wurden Somafläche, Neuritenanzahl und 





Abb. 27: Einfluss von Hypoxie auf morphologische Parameter von B104-Zellen 
Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen (40fache Vergrößerung) von MAP-2-
markierten B104-Zellen. (A: unbehandelte Zellen B: 36 h OGD). 
In Abb. C sind die ermittelten Somaflächen in µm2, in Abb. D die Anzahl der Neuriten, in 
Abb. E die mittlere Neuritenlänge in µm und in Abb. F die Anzahl der Verzweigungen 
jeweils in Abhängigkeit der Versuchsbedingungen (K: Normbedingungen; GD: 
Glucoeseentzug; OD: Sauerstoffentzug; OGD: Sauerstoff- & Glucoseentzug) dargestellt. 
Mittelwerte ± SEM; n = 3.  
 
Lichtmikroskopisch war eine Verlängerung der Neuriten unter OGD zu erkennen 
(Abb. 27A & B).  
Die Somafläche von B104-Zellen betrug nach 36 h Kultivierung 300,4 ± 114,7 µm2. 
Unter GD, OD und OGD-Bedingungen veränderte sich die Somafläche nicht 
signifikant. Lediglich unter OD wurde eine Vergrößerung der Somafläche auf 
592,3 ± 38,7 µm2 beobachtet (Abb. 27C).  




Die mittlere Neuritenlänge wurde von 7,34 ± 2,4 µm (unbehandelte Zellen) auf 
19,74 ± 4,3 µm (GD), 15,6 ± 5,6 µm (OD) bzw. 16,1 ± 3,8 µm (OGD) erhöht (Abb. 
27E). Dies korrelierte mit einer Vergrößerung der Gesamtneuritenlänge (nicht 
gezeigt) von 58,8 ± 27,4 µm (unbehandelte Zellen) auf 81,8 ± 13,5 µm (GD), 
144,8 ± 62,3 µm (OD) bzw. 100,8 ± 23,2 µm (OGD).  
Die Anzahl der Verzweigungen wurde durch die Versuchsbedingungen nicht 
beeinflusst (Abb. 27F). 
 
4.3 Untersuchungen zur Wirkung von Adenin 
An den etablierten Hypoxiemodellen sollte nun eine potentiell protektive Substanz 
getestet werden, die rezeptorvermittelt wirkt. 
Adenin, bisher lediglich bekannt als Bestandteil des Intermediärstoffwechsels und 
Baustein von RNA und DNA, fungiert als Signalmolekül. 2002 wurde Adenin als 
endogener Ligand an einem Gi-Protein-gekoppelten Rezeptor der Ratte identifiziert. 
Über die Funktion des Adeninrezeptors ist wenig bekannt. In diesem Teil der Arbeit 
sollte der Adeninrezeptor an den Zelllinien der Ratte B104 und NR8383 auf mRNA-
Ebene sowie pharmakologisch nachgewiesen und die Wirkung von Adenin unter 
Hypoxie charakterisiert werden. Außerdem sollte erstmals der pharmakologische 
Nachweis für das Vorkommen des Adeninrezeptors an humanen Zelllinien erbracht 
werden. Diese Untersuchungen waren Voraussetzung, um eine mögliche Funktion 
des Adeninrezeptors unter Hypoxie zu studieren. 
 
4.3.1 Wirkung von Adenin an B104-Zellen 
4.3.1.1 Nachweis des Adeninrezeptors an B104-Zellen 
Der Nachweis des Adeninrezeptors an B104-Zellen erfolgte durch qualitative nested 





Abb. 28: Nachweis der Adeninrezeptor-mRNA an B104-Zellen 
M: DNA-Längenstandard 100 bp; C: cingulärer Kortex der Ratte; P4: Passage 4; 
P11: Passage 11; P27: Passage 27. 
Die mRNA des Adeninrezeptors wurde mit Hilfe einer qualitativen nested RT-PCR 
vervielfältigt und auf ein Agarosegel gegen einen Längenstandard (100 bp) aufgetragen. 
Das Agarosegel wurde mit Ethidiumbromid gefärbt und unter UV-Licht fotografiert. 
 
Abb. 28 zeigt ein Beispiel der qualitativen nested RT-PCR mit spezifischen 
Adeninrezeptorprimern. Als Positivkontrolle diente die mRNA aus dem cingulären 
Kortex der Ratte (C). Es konnten in Proben des Rattenkortex und in B104-Zellen der 
Passagen P4, P11 und P27 PCR-Produkte der erwarteten Produktgröße von 201 bp 
detektiert werden. Die PCR-Produkte wurden aus dem Gel extrahiert und von der 
GATC Biotech AG (Konstanz, BRD) sequenziert. Der Vergleich der ermittelten 
Nukleinsäuresequenzen mit dem Genbankeintrag des Adeninrezeptors 
(Genbanknummer AJ311952) ergab für alle Proben eine Übereinstimmung der 
Sequenz. 
 
Nachdem die mRNA des Adeninrezeptors in B104-Zellen nachgewiesen wurde, 
sollte das Vorkommen des Adeninrezeptors pharmakologisch geprüft werden. Dazu 
wurden B104-Zellen für 12 h und 36 h mit verschiedenen Konzentrationen von 
Adenin (10 µM, 100 µM, 500 µM, 1 mM) inkubiert und anschließend die 
Stoffwechselaktivität und der Zelluntergang bestimmt. Zusätzlich wurde der Einfluss 
der Substanz PSB-08162 (100 µM) auf die genannten Parameter untersucht. 
PSB-08162 wurde als Antagonist am Adeninrezeptor beschrieben [persönliche Mitteilung von 
Prof. Müller, Bonn].  
In Abb. 29 sind die Ergebnisse des MTT- und des LDH-Tests nach 12 h und 36 h 
dargestellt. Unbehandelte B104-Zellen dienten als Kontrolle (K) und ihre 




Abb. 29: Einfluss von Adenin und PSB-08162 auf B104-Zellen 
A: Stoffwechselaktivität nach 12 h; B: LDH-Freisetzung nach 12 h. 
C: Stoffwechselaktivität nach 36 h; D: LDH-Freisetzung nach 36 h. 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin (Ad 10:10 µM, Ad 100: 100 µM, Ad 500: 500 µM, 
Ad 1: 1 mM), PSB-08162 (PSB: 100 µM) und der Kombination aus Adenin und PSB-08162 
(Ad + PSB: Adenin 500 µM, PSB-08162 100 µM) auf Stoffwechselaktivität und 
Zelluntergang von B104-Zellen in % der Kontrolle (K). Mittelwerte ± SEM. * =  signifikant vs. 
Kontrolle p ≤ 0,05; # =  signifikant vs. Adenin 500 µM p ≤ 0,05; n = 7-29 (MTT-Test) bzw. 
n = 7-28 (LDH-Test). 
 
Nach 12 h zeigte Adenin im untersuchten Konzentrationsbereich keinen Einfluss auf 
die Stoffwechselaktivität von B104-Zellen (Abb. 29A). Die LDH-Freisetzung wurde 
durch Adenin konzentrationsabhängig vermindert. Adenin 500 µM hatte mit einer 
Verringerung auf 67,1 ± 7 % (n = 26) den stärksten Einfluss. Bei einer Konzentration 
von 1 mM konnte keine Reduktion der LDH-Freisetzung beobachtet werden (Abb. 
29B).  
PSB-08162 erhöhte die Stoffwechselaktivität auf 136,1 ± 16 % (n = 6; Abb. 29A). 
Die gesteigerte Stoffwechselaktivität ging mit einer verminderten LDH-Freisetzung 
von 40,3 ± 7,3 % (n = 7) einher (Abb. 29B).  




Die 36-stündige Inkubation mit Adenin führte zur konzentrationsabhängigen 
Abnahme der Stoffwechselaktivität von B104-Zellen. Die maximale Wirkung wurde 
bei einer Konzentration von 1 mM (82,6 ± 9,8 %, n = 12) detektiert (Abb. 29C). Die 
LDH-Freisetzung wurde durch Adenin in den Konzentrationen 10 µM und 100 µM 
auf 84,8 ± 7,8 % (n = 12) und 87 ± 7,8 % (n = 12) vermindert. In einer Konzentration 
von 1 mM erhöhte Adenin die Freisetzung von LDH auf 129,3 ± 16,4 % (n = 12; Abb. 
29D).  
PSB-08162 verminderte die Stoffwechselaktivität auf 84,7 ± 14,2 % (n = 8; Abb. 
29C) und verringerte die LDH-Freisetzung auf 76,1 ± 10,8 % (n = 8; Abb. 29D).  
Es verstärkte die adeninvermittelten Effekte auf die Stoffwechselaktivität. 
Die Ergebnisse sprechen dafür, dass die beobachteten Effekte rezeptorvermittelt 
sind. Die durch den Adeninrezeptor vermittelten Veränderungen von 
Stoffwechselaktivität und Zelluntergang waren abhängig von Adeninkonzentration 
und Inkubationszeit. Zusätzlich zeigte PSB-08162 in den Untersuchungen eine 
Eigenwirkung. 
 
4.3.1.2 Wirkung von Adenin an B104-Zellen unter Hypoxie 
Um die Wirkung von Adenin an B104-Zellen unter Hypoxie zu untersuchen, wurden 
die Zellen für 12 h und 36 h mit Adenin (500 µM) und PSB-08162 (100 µM) unter 
GD-, OD- und OGD-Bedingungen inkubiert. Anschließend wurden 
Stoffwechselaktivität und Zelluntergang bestimmt. Unbehandelte B104-Zellen 
dienten als Kontrolle (K). Ihre Stoffwechselaktivität und LDH-Freisetzung wurde auf 




Abb. 30: Einfluss von Adenin auf B104-Zellen unter GD-Bedingungen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), PSB-08162 100 µM (PSB) und der 
Kombination aus beiden (Ad + PSB) unter Glucoseentzug (GD) in % der Kontrolle 
(Mittelwerte ± SEM). Dunkelgrau: 12 h GD; dunkelrot: 36 h GD; - - -: Referenzlinie für 
Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). * =  signifikant vs. GD p ≤ 0,05; # =  signifikant vs. 
Adenin 500 µM p ≤ 0,05; n = 7-28 (MTT-Test) bzw. n = 7-29 (LDH-Test). 
 
Nach 12 h stimuliert Adenin die durch GD reduzierte Stoffwechselaktivität von 
38 ± 8,3 % (n = 27) auf 49,6 ± 3,4 % (n = 21). PSB-08162 hatte keinen Einfluss, 
antagonisierte aber den durch Adenin hervorgerufenen Effekt auf die 
Stoffwechselaktivität (Abb. 30A). Adenin allein beeinflusste die unter GD gesteigerte 
LDH-Freisetzung nicht (Abb. 30B). Die LDH-Freisetzung wurde durch PSB-08162 
von 235 ± 18 % (GD; n = 25) auf 132,4 ± 15,6 % (n = 7) vermindert.  
Ein anderes Bild zeigte sich nach 36 h. Die Stoffwechselaktivität unter GD-
Bedingungen betrug 27,2 ± 5,6 % (n = 28; Abb. 30A). Adenin hatte darauf keinen 
Einfluss. PSB-08162 führte zu einer weiteren Verminderung der 
Stoffwechselaktivität auf 12,5 ± 2,1 % (PSB; n = 7) und 7,6 ± 3,2 % (Ad + PSB; 
n = 7). Die Zunahme der LDH-Freisetzung auf 238,4 ± 19,9 % (n = 29) wurde durch 




Abb. 31: Einfluss von Adenin auf B104-Zellen unter OD-Bedingungen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), PSB-08162 100 µM (PSB) und der 
Kombination aus beiden (Ad + PSB) unter Sauerstoffentzug (OD) in % der Kontrolle 
(Mittelwerte ± SEM). Dunkelgrau: 12 h OD; dunkelgrün: 36 h OD; - - -: Referenzlinie für 
Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). * =  signifikant vs. OD p ≤ 0,05; # =  signifikant vs. 
Adenin 500 µM p ≤ 0,05; n = 7-31 (MTT-Test) bzw. n = 7-31 (LDH-Test). 
 
Nach 12 h OD waren nur Veränderungen der LDH-Freisetzung nachweisbar. Durch 
Adenin und PSB-08162 wurde die LDH-Freisetzung auf 59,3 ± 7,9 % (n = 20) und 
33,1 ± 7,3 % (n = 7) vermindert. PSB-08162 verstärkte den adeninvermittelten Effekt 
(30,4 ± 6,5 %; n = 7; Abb. 31B). 
Die 36-stündige Inkubation unter OD verminderte die Stoffwechselaktivität auf 
54,7 ± 6,6 % (n = 31). Adenin allein hatte darauf keinen Einfluss. PSB-08162 führte 
zu einer weiteren Verringerung der Stoffwechselaktivität auf 21,9 ± 6,4 % (n = 8) und 
25,9 ± 11,5 % (n = 8; Abb. 31A). Die erhöhte LDH-Freisetzung von 141,7 ± 15,2 % 
(n = 31) wurde durch Adenin, durch PSB-08162 und durch die Kombination aus 
beiden weiter gesteigert (Ad 500: 236,2 ± 60,5 %, n = 22; PSB: 182,1 ± 40,9 %, 
n = 8; Ad + PSB: 297,4 ± 115,7 %, n = 8), obgleich die Werte rechnerisch nicht 




Abb. 32: Einfluss von Adenin auf B104-Zellen unter OGD-Bedingungen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), PSB-08162 100 µM (PSB) und der 
Kombination aus beiden (Ad + PSB) unter Sauerstoff- und Glucoseentzug (OGD) in % der 
Kontrolle (Mittelwerte ± SEM). Dunkelgrau: 12 h OGD; dunkelbraun: 36 h OGD; - - -: 
Referenzlinie für Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). * =  signifikant vs. OGD p ≤ 0,05; 
# =  signifikant vs. Adenin 500 µM p ≤ 0,05; n = 7-31 (MTT-Test) bzw. n = 6-31 (LDH-Test). 
 
Nach 12 h OGD zeigte sich eine Verringerung der Stoffwechselaktivität auf 
29,7 ± 5,2 % (n = 25). Adenin, PSB-08162 oder die Kombination hatten darauf 
keinen signifikanten Einfluss (Abb. 32A). Die unter OGD gesteigerte LDH-
Freisetzung von 343,5 ± 70,1 % (n = 24) wurde durch Adenin nicht, jedoch in 
Anwesenheit von PSB-08162 auf 169,1 ± 44,2 % (n = 7) und 143,8 ± 30,3 % (n = 6) 
gesenkt (Abb. 32B). 
Nach 36 h wurde die OGD-induzierte Verminderung der Stoffwechselaktvität 
(11,3 ± 3,1 %, n = 31) nur in Gegenwart von Adenin und PSB-08162 weiter bis auf 
2 ± 0,5 % (n = 7; Abb. 32A) verstärkt. Die erhöhte LDH-Freisetzung unter OGD von 
412,2 ± 57,9 % (n = 31) wurde durch die Substanzen nicht beeinflusst (Abb. 32B). 
 
Adenin und PSB-08162 zeigten unter Hypoxie unterschiedliche Effekte auf 
Stoffwechselaktivität und Zelluntergang im Vergleich zu Normbedingungen. Ob dies 
mit einer veränderten Genexpression des Adeninrezeptors erklärbar ist, wurde mit 
Hilfe der quantitativen Real-Time PCR untersucht. Die relative Genexpression des 





Abb. 33: Relative Genexpression der Adeninrezeptor-mRNA in B104–Zellen unter OGD 
Dargestellt ist die relative Genexpression der mRNA des Adeninrezeptors unter Sauerstoff- 
und Glucoseentzug (OGD; gestreift) nach der ∆∆ct-Methode im Vergleich zu 
unbehandelten Zellen (K; weiß). Die Werte sind auf die Expression der GAPDH-mRNA 
normiert. Mittelwerte ± SEM; n = 3. 
 
Die relative Genexpression der Adeninrezeptor-mRNA nach 12 h OGD war im 
Vergleich zur Kontrolle unverändert. Nach 36 h OGD wurde die Expression um den 
Faktor 8,9 ± 3,8 gesteigert (Abb. 33). 
 
4.3.1.3 Untersuchungen zur Interaktion von Adenin- und Adenosin-A1-
Rezeptor an B104-Zellen 
Es sollte untersucht werden, ob es an B104-Zellen zu einer Interaktion zwischen 
Adenin- und Adenosin-A1-Rezeptor kommt und wie sich diese Interaktion unter 
normoxischen und hypoxischen Bedingungen auf die Stoffwechselaktivität und den 
Zelluntergang auswirkt. 
Voraussetzung für diese Untersuchungen ist das Vorhandensein des A1-Rezeptors 
an B104-Zellen. Deshalb wurde zunächst durch qualitative RT-PCR und 






Abb. 34: Nachweis der Adenosin-A1-Rezeptor-mRNA an B104-Zellen 
M: DNA-Längenstandard 100 bp; P4: Passage 4; P11: Passage 11; P27: Passage 27. 
Die mRNA des A1-Rezeptors wurde mit Hilfe einer qualitativen RT-PCR vervielfältigt und 
auf ein Agarosegel gegen einen Längenstandard (100 bp) aufgetragen. Das Agarosegel 
wurde mit Ethidiumbromid gefärbt und unter UV-Licht fotografiert. 
 
Abb. 34 zeigt ein Beispiel der qualitativen RT-PCR mit spezifischen A1-
Rezeptorprimern. Es konnten für B104-Zellen der Passagen P4, P11 und P27 PCR-
Produkte in der erwarteten Produktgröße von 206 bp detektiert werden. Die PCR-
Produkte wurden aus dem Gel extrahiert und von der GATC Biotech AG (Konstanz, 
BRD) sequenziert. Der Vergleich der ermittelten Nukleinsäuresequenzen mit dem 
Genbankeintrag des A1-Rezeptors der Ratte (Genbanknummer NM_017155) ergab 
für alle Proben eine Übereinstimmung der Sequenz. 
 
B104-Zellen wurden für 12 h und 36 h mit Adenin (500 µM), dem A1-
Rezeptoragonisten CPA (1 µM) und dem A1-Rezeptorantagonisten DPCPX (0,1 µM) 
inkubiert und anschließend Stoffwechselaktivität und Zelluntergang bestimmt. 
Unbehandelte B104-Zellen dienten als Kontrolle (K). Ihre Stoffwechselaktivität und 
LDH-Freisetzung wurde auf 100 % festgesetzt. 
 
Abb. 35: Interaktion des Adenin- mit dem Adenosin-A1-Rezeptor an B104-Zellen 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), CPA 1 µM (CPA), der Kombination 
aus CPA und DPCPX (CPA + DPCPX; DPCPX 0,1 µM) und der Kombination aus Adenin 
und CPA (CPA + Ad) auf Stoffwechselaktivität (A) und LDH-Freisetzung (B) in % der 
Kontrolle K (Mittelwerte ± SEM). Schwarz: 12 h; grau: 36 h; - - -: Referenzlinie für Kontrolle 
(unbehandelte Zellen; 100 %); * =  signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05; # =  signifikant vs. CPA 




Nach 12 h wurde die Stoffwechselaktivität von B104-Zellen durch Adenin nicht 
beeinflusst. Durch CPA wurde sie um 26,6 ± 7 % (n = 19) gesteigert. Dieser Effekt 
wurde durch den A1-Rezeptorantagonisten DPCPX antagonisiert. In Gegenwart von 
Adenin konnte die durch CPA induzierte Erhöhung der Stoffwechselaktivität nicht 
nachgewiesen werden (Abb. 35A).  
Adenin verminderte die LDH-Freisetzung auf 67,1 ± 7 % (n = 26). CPA verminderte 
sie auf 64,7 ± 7,1 % (n = 17). Der CPA-vermittelte Effekt wurde durch DPCPX 
beeinflusst (167 ± 36,3 %, n = 5; Abb. 35B).  
Eine 36-stündige Inkubation mit Adenin beeinflusste weder Stoffwechselaktivität 
noch Zelluntergang von B104-Zellen. CPA führte zu einer gesteigerten 
Stoffwechselaktivität (132,2 ± 12,8 %, n = 17), die durch DPCPX oder Adenin 
hemmbar war (CPA + DPCPX: 97,7 ± 9,6 %, n = 7; CPA + Ad: 93,6 ± 16,6 %, n = 6; 
Abb. 35A). Die Verminderung der LDH-Freisetzung durch CPA auf 70 ± 6,6 % 
(n = 22) wurde weder durch DPCPX noch durch Adenin beeinflusst (Abb. 35B). 
 
 
Abb. 36: Interaktion des Adenin- mit dem Adenosin-A1-Rezeptor an B104-Zellen unter OGD 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), CPA 1 µM (CPA), der Kombination 
aus CPA und DPCPX (CPA + DPCPX; DPCPX 0,1 µM) und der Kombination aus Adenin 
und CPA (CPA + Ad) auf Stoffwechselaktivität (A) und LDH-Freisetzung (B) unter 
Sauerstoff- und Glucoseentzug (OGD) in % der Kontrolle (Mittelwerte ± SEM). Dunkelgrau: 
12 h OGD; dunkelbraun: 36 h OGD; - - -: Referenzlinie für Kontrolle (unbehandelte Zellen; 
100 %); * =  signifikant vs. OGD p ≤ 0,05; # =  signifikant vs. CPA 1 µM; p ≤ 0,05; n = 5-31 
(MTT-Test) bzw. n = 7-31 (LDH-Test). 
 
Nach 12-stündiger Inkubation unter OGD hatten Adenin und CPA allein keinen 
Einfluss auf die OGD-induzierte Abnahme der Stoffwechselaktivität auf 29,7 ± 5,2 % 
(n = 25). In Gegenwart von DPCPX oder Adenin wurde die Stoffwechselaktivität 
weiter auf 15,2 ± 3,2 % (n = 8) und 12,6 ± 3,1 % (n = 8) vermindert (Abb. 36A). Die 
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erhöhte LDH-Freisetzung von 343,5 ± 70,1 % (n = 24) wurde durch die Substanzen 
oder ihre Kombinationen nicht beeinflusst (Abb. 36B). 
Nach 36 h OGD wurde die verminderte Stoffwechselaktivität (11,3 ± 3,1 %, n = 31) 
durch Adenin und CPA nicht beeinflusst. Nur die Koinkubation von CPA und DPCPX 
oder Adenin führte zu einer weiteren Verminderung (CPA + DPCPX: 2,3 ± 0,9 %, 
n = 5; CPA + Ad: 1,3 ± 0,7 %, n = 8; Abb. 36A). Diese Ergebnisse korrelierten mit 
einer Steigerung der LDH-Freisetzung von 412,2 ± 57,9 % (OGD, n = 31), auf 
722,3 ± 153,6 % (CPA + DPCPX, n = 7) bzw. 772,6 ± 135,2 % (CPA + Ad, n = 7; 
Abb. 36B). 
 
4.3.1.4 Zusammenfassung zur Wirkung von Adenin an B104-Zellen 
Die Wirkung von Adeninrezeptorliganden an B104-Zellen unter Normbedingungen 
oder Hypoxie ist in Tab. 2 übersichtlich zusammengefasst. 
 
Tab. 2: Zusammenfassung zur Wirkung von Adenin an B104-Zellen 
Dargestellt ist die Wirkung der Adeninrezeptorliganden Adenin (500 µM; Ad) und PSB-08162 
(100 µM; PSB) sowie einer möglichen Interaktion zwischen Adenin- und Adenosin-A1-
Rezeptor (AdR vs. A1R) auf Stoffwechselaktivität und Zelluntergang von B104-Zellen. Norm: 
Normbedingungen; GD: Glucoseentzug; OD: Sauerstoffentzug; OGD: Sauerstoff- und 
Glucoseentzug; ↑ : Erhöhung; ↓ : Verminderung; - : kein Einfluss; Doppelpfeil: zeitabhängige 
Unterschiede, erster Pfeil Wirkung nach 12 h, zweiter Pfeil Wirkung nach 36 h. 
 

















Ad - ↓ ↑ - - ↓ - - 
PSB ↑↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ - ↓ 
Ad & 
PSB 
↑↓ - ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
AdR vs. 
A1R 
↓ -     ↓ ↑ 
 
Der Adeninrezeptor wurde in B104-Zellen nachgewiesen. Es zeigte sich ein Einfluss 
des Rezeptors auf Stoffwechselaktivität und Zelluntergang.  
Die mRNA-Expression des Adeninrezeptors wurde unter OGD gesteigert. 
PSB-08162 wirkte unter hypoxischen Bedingungen protektiv auf B104-Zellen. 
Adenin beeinflusste A1-Rezeptor-vermittelte Effekte in B104-Zellen. Unter OGD-
Bedingungen verstärkte die Interaktion der beiden Rezeptoren die Zellschädigung.  
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4.3.2 Wirkung von Adenin an NR8383-Zellen 
4.3.2.1 Nachweis des Adeninrezeptors an NR8383-Zellen 
Der Nachweis des Adeninrezeptors an NR8383-Zellen erfolgte durch qualitative 
nested RT-PCR und anschließender Agarosegelelektrophorese. 
 
 
Abb. 37: Nachweis der Adeninrezeptor-mRNA an NR8383-Zellen 
M: DNA-Längenstandard 100 bp; C: cingulärer Kortex der Ratte; P4: Passage 4; 
P11: Passage 11; P23: Passage 23. 
Die mRNA des Adeninrezeptors wurde mit Hilfe einer qualitativen nested RT-PCR 
vervielfältigt und auf ein Agarosegel gegen einen Längenstandard (100 bp) aufgetragen. 
Das Agarosegel wurde mit Ethidiumbromid gefärbt und unter UV-Licht fotografiert. 
 
Abb. 37 zeigt ein Beispiel der qualitativen nested RT-PCR mit spezifischen 
Adeninrezeptorprimern. Als Positivkontrolle diente die mRNA aus dem cingulären 
Kortex der Ratte (C). Die Proben aus dem Rattenkortex und von NR8383-Zellen der 
Passagen P4, P11 und P23 enthielten ein PCR-Produkt der erwarteten 
Produktgröße von 201 bp. Die PCR-Produkte wurden aus dem Gel extrahiert und 
von der GATC Biotech AG (Konstanz, BRD) sequenziert. Der Vergleich der 
ermittelten Nukleinsäuresequenzen mit dem Genbankeintrag des Adeninrezeptors 
(Genbanknummer AJ311952) ergab für alle Proben eine Übereinstimmung der 
Sequenz. NR8383-Zellen exprimierten Adeninrezeptor-mRNA. 
 
Anschließend wurden NR8383-Zellen für 12 h und 36 h mit verschiedenen 
Konzentrationen von Adenin (10 µM, 100 µM, 500 µM, 1 mM) inkubiert und 
Stoffwechselaktivität und Zelluntergang bestimmt. Zusätzlich wurde der Einfluss der 
Substanz PSB-08162 (100 µM), die als Antagonist beschrieben wurde [persönliche 
Mitteilung von Prof. Müller, Bonn], auf die genannten Parameter untersucht.  
In Abb. 38 sind die Ergebnisse des MTT- und des LDH-Tests nach 12 h und 36 h 
dargestellt. Unbehandelte NR8383-Zellen dienten als Kontrolle (K) und ihre 




Abb. 38: Einfluss von Adenin und PSB-08162 auf NR8383-Zellen 
A: Stoffwechselaktivität nach 12 h; B: LDH-Freisetzung nach 12 h. 
C: Stoffwechselaktivität nach 36 h; D: LDH-Freisetzung nach 36 h. 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin (Ad 10:10 µM, Ad 100: 100 µM, Ad 500: 500 µM, 
Ad 1: 1 mM), PSB-08162 (PSB: 100 µM) und der Kombination aus Adenin und PSB-08162 
(Ad + PSB: Adenin 500 µM, PSB-08162 100 µM) auf Stoffwechselaktivität und 
Zelluntergang von NR8383-Zellen in % der Kontrolle (K). Mittelwerte ± SEM. * =  signifikant 
vs. Kontrolle p ≤ 0,05; # =  signifikant vs. Adenin 500 µM p ≤ 0,05; n = 6-22 (MTT-Test) bzw. 
n = 6-22 (LDH-Test). 
 
Nach 12 h steigerte Adenin nur in den Konzentrationen 10 µM und 100 µM die 
Stoffwechselaktivität auf 131,5 ± 16,9 % (n = 6) und 128 ± 20,4 % (n = 6; Abb. 38A). 
Die LDH-Freisetzung wurde durch Adenin nur in der Konzentration von 1 mM auf 
123,1 ± 17,6 % (n = 6) gesteigert (Abb. 38B). 
PSB-08162 hatte keinen Einfluss auf die Stoffwechselaktivität von NR8383-Zellen, 
verminderte jedoch die LDH-Freisetzung nach 12 h auf 77,2 ± 8,7 % (n = 8; Abb. 
38B).  
Die Kombination aus Adenin und PSB-08162 führte nach 12 h sowohl zu einer 
Reduktion der Stoffwechselaktivität auf 80 ± 2,4 % (n = 6; Abb. 38A) als auch zu 
einer Reduktion der LDH-Freisetzung auf 87,7 ± 7,5 % (n = 8; Abb. 38B).  
Die Stoffwechselaktivität wurde nach 36 h durch Adenin konzentrationsabhängig 
gesenkt. Sie betrug bei 1 mM 57,9 ± 8,5 % (n = 6; Abb. 38C). In den 
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Konzentrationen 10 µM und 100 µM reduzierte Adenin die LDH-Freisetzung auf 
77,9 ± 10 % (n = 6) und 87 ± 11,7 % (n = 6). Ab einer Konzentration von 1 mM 
Adenin kam es zu einem Anstieg der LDH-Freisetzung auf 133,6 ± 12,6 % (n = 6; 
Abb. 38D).  
PSB-08162 hatte keinen Einfluss auf die Stoffwechselaktivität, senkte aber die LDH-
Freisetzung auf 70,8 ± 5,4 % (n = 8; Abb. 38D). 
In Gegenwart von PSB-08162 wurde die adeninvermittelte Verminderung der 
Stoffwechselaktivität verstärkt (70,5 ± 4,6 %, n = 8; Abb. 38C).  
Die Ergebnisse sprechen dafür, dass die beobachteten Effekte auf 
Stoffwechselaktivität und Zelluntergang rezeptorvermittelt sind. Sie waren abhängig 
von Adeninkonzentration und Inkubationszeit. Zusätzlich wurde in den 
Untersuchungen eine Eigenwirkung von PSB-08162 beobachtet. 
 
4.3.2.2 Wirkung von Adenin an NR8383-Zellen unter Hypoxie 
Um die Wirkung von Adenin an NR8383-Zellen unter hypoxischen Bedingungen zu 
untersuchen, wurden die Zellen für 12 h und 36 h mit Adenin (500 µM) und 
PSB-08162 (100 µM) unter GD-, OD- und OGD-Bedingungen inkubiert. 
Anschließend wurden Stoffwechselaktivität und Zelluntergang bestimmt. 
Unbehandelte NR8383 dienten als Kontrolle. Ihre Stoffwechselaktivität und LDH-
Freisetzung wurde auf 100 % festgesetzt. 
 
Abb. 39: Einfluss von Adenin auf NR8383-Zellen unter GD-Bedingungen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), PSB-08162 100 µM (PSB) und der 
Kombination aus beiden (Ad + PSB) unter Glucoseentzug (GD) in % der Kontrolle 
(Mittelwerte ± SEM). Dunkelgrau: 12 h GD; dunkelrot: 36 h GD; - - -: Referenzlinie für 
Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). * =  signifikant vs. GD p ≤ 0,05; # =  signifikant vs. 




Nach 12 h hatte Adenin keinen Einfluss auf die GD-induzierte Verminderung der 
Stoffwechselaktivität (Abb. 39A). PSB-08162 verringerte unter GD die 
Stoffwechselaktivität von 78 ± 7,6 % (n = 28) auf 58,9 ± 4,5 % (n = 7) und in 
Kombination mit Adenin auf 58,8 ± 5,1 % (n = 7; Abb. 39A). Unter GD-Bedingungen 
wurde die LDH-Freisetzung durch keine Substanz beeinflusst (Abb. 39B). 
Nach 36 h wurde die Stoffwechselaktivität unter GD auf 46,5 ± 6,1 % (n = 28) 
gesenkt. Weder Adenin, PSB-08162 noch die Kombination aus beiden hatten darauf 
einen signifikanten Einfluss (Abb. 39A). Adenin veränderte die LDH-Freisetzung 
nicht. PSB-08162 allein und in Kombination mit Adenin senkte die LDH-Freisetzung 
von 124,8 ± 9,4 % (n = 28) auf 103,5 ± 4,6 % (n = 7) und 102,4 ± 8,8 % (n = 7; Abb. 
39B). 
 
Abb. 40: Einfluss von Adenin auf NR8383-Zellen unter OD-Bedingungen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), PSB-08162 100 µM (PSB) und der 
Kombination aus beiden (Ad + PSB) unter Sauerstoffentzug (OD) in % der Kontrolle 
(Mittelwerte ± SEM). Dunkelgrau: 12 h OD; dunkelgrün: 36 h OD; - - -: Referenzlinie für 
Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). * =  signifikant vs. OD p ≤ 0,05; # =  signifikant vs. 
Adenin 500 µM p ≤ 0,05; n = 8-28 (MTT-Test) bzw. n = 7-28 (LDH-Test). 
 
Die nach 12-stündigem Sauerstoffentzug beobachtete Erhöhung der 
Stoffwechselaktivität auf 132,3 ± 9 % (n = 28; Abb. 40A) wurde durch keine 
Substanz oder die Kombination beeinflusst. Die LDH-Freisetzung wurde unter OD 
durch Adenin nicht verändert. Durch PSB-08162, allein und in Kombination mit 
Adenin, wurde sie auf 64,1 ± 12,4 % (n = 7) und 60,4 ± 9 % (n = 7; Abb. 40B) 
gesenkt. 
Nach 36 h OD war kein Einfluss auf die Stoffwechselaktivität zu erkennen (Abb. 
40A). Die LDH-Freisetzung nach 36 OD wurde durch Adenin von 103,3 ± 6,6 % 
(n = 28) auf 80,7 ± 5,4 % (n = 21) gesenkt. Dieser Effekt war in Gegenwart von 
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PSB-08162 nicht nachweisbar. PSB-08162 allein verminderte die LDH-Freisetzung 
ebenfalls (78 ± 7,7 %, n = 8; Abb. 40B).  
 
Abb. 41: Einfluss von Adenin auf NR8383-Zellen unter OGD-Bedingungen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), PSB-08162 100 µM (PSB) und der 
Kombination aus beiden (Ad + PSB) unter Sauerstoff- und Glucoseentzug (OGD) in % der 
Kontrolle (Mittelwerte ± SEM). Dunkelgrau: 12 h OGD; dunkelbraun: 36 h OGD; - - -: 
Referenzlinie für Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). * =  signifikant vs. OGD p ≤ 0,05; 
# =  signifikant vs. Adenin 500 µM p ≤ 0,05; n = 7-28 (MTT-Test) bzw. n = 7-28 (LDH-Test). 
 
OGD hatte nach 12 h keinen signifikanten Einfluss auf die Stoffwechselaktivität. Die 
Kombination aus Adenin und PSB-08162, jedoch nicht die Substanzen allein, 
verminderte die Stoffwechselaktivität auf 67,1 ± 6,2 % (n = 7; Abb. 41A). Die LDH-
Freisetzung betrug nach 12 h OGD 123,7 ± 12 % (n = 28; Abb. 41B). Weder Adenin, 
PSB-08162 noch die Kombination aus beiden hatten darauf einen Einfluss. 
Nach 36 h wurde die OGD-induzierte Reduktion der Stoffwechselaktvität 
36,9 ± 4,6 % (n = 28) nur durch die Kombination aus Adenin und PSB-08162 
beeinflusst (62,1 ± 10,7 %, n = 8; Abb. 41A). Die erhöhte LDH-Freisetzung unter 
OGD von 189,1 ± 23,3 % (n = 28; Abb. 41B) konnte durch keine der Substanzen 
beeinflusst werden. 
 
Adenin und PSB-08162 hatten unter Hypoxie unterschiedliche Effekte im Vergleich 
zu ihrer Wirkung unter Normbedingungen. Ob dies mit einer veränderten 
Genexpression des Adeninrezeptors in NR8383-Zellen erklärbar ist, wurde mit Hilfe 
der quantitativen Real-Time PCR untersucht. Die relative Genexpression des 





Abb. 42: Relative Genexpression der Adeninrezeptor-mRNA in NR8383–Zellen unter OGD 
Dargestellt ist die relative Genexpression der mRNA des Adeninrezeptors unter Sauerstoff- 
und Glucoseentzug (OGD; gestreift) nach der ∆∆ct-Methode im Vergleich zu 
unbehandelten Zellen (K; weiß). Die Werte sind auf die Expression der GAPDH-mRNA 
normiert. Mittelwerte ± SEM; n = 3; * =  signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05. 
 
Die relative Genexpression der Adeninrezeptor-mRNA stieg bereits nach 12 h OGD 
im Vergleich zur Kontrolle um das 4,4 ± 1,5-fache an. Nach 36 h war sie um den 
Faktor 4,1 ± 0,7 erhöht (Abb. 42). 
 
4.3.2.3 Zusammenfassung zur Wirkung von Adenin an NR8383-Zellen 
Die Wirkung von Adeninrezeptorliganden an NR8383-Zellen unter 
Normbedingungen und Hypoxie ist in Tab. 3 übersichtlich zusammengefasst. In 
NR8383-Zellen konnte keine mRNA des Adenosin-A1-Rezeptors nachgewiesen 
werden. Aus diesem Grund wurden keine Untersuchungen zur Interaktion von 




Tab. 3: Zusammenfassung zur Wirkung von Adenin an NR8383-Zellen 
Dargestellt ist die Wirkung der Adeninrezeptorliganden Adenin (500 µM; Ad) und PSB-08162 
(100 µM; PSB) auf Stoffwechselaktivität und Zelluntergang von NR8383-Zellen. Norm: 
Normbedingungen; GD: Glucoseentzug; OD: Sauerstoffentzug; OGD: Sauerstoff- und 
Glucoseentzug; ↑ : Erhöhung; ↓ : Verminderung; - : kein Einfluss; Doppelpfeil: zeitabhängige 
Unterschiede, erster Pfeil Wirkung nach 12 h, zweiter Pfeil Wirkung nach 36 h. 
 

















Ad ↑↓ ↑↓ - - - ↓ - - 
PSB - ↓ ↓ ↓ - ↓ - - 
Ad & 
PSB 
↓ ↓ ↓ ↓ - ↓ ↓↑ - 
 
Adenin beeinflusste rezeptorvermittelt Stoffwechselaktivität und Zelluntergang von 
NR8383-Zellen.  
Die Genexpression des Adeninrezeptors wurde durch OGD erhöht. Adenin wirkte 
unter OD protektiv an NR8383-Zellen. PSB-08162 verminderte den GD- und OD-
induzierten Zelluntergang. Ein Einfluss von Adenin auf die Stoffwechselaktivität 
unter OGD war nur in Gegenwart von PSB-08162 nachweisbar. 
 
4.3.3 Wirkung von Adenin an SH-SY5Y-Zellen 
4.3.3.1 Pharmakologischer Nachweis des Adeninrezeptors an SH-SY5Y-
Zellen 
Nachdem der Adeninrezeptor an neuronalen Zellen der Ratte nachgewiesen war, 
sollte sein Vorkommen an humanen Zellen untersucht werden. Da die Sequenz 
eines potentiellen humanen Orthologs nicht bekannt ist, sollte der pharmakologische 
Nachweis erbracht werden.  
Dazu wurden SH-SY5Y-Zellen für 12 h und 36 h mit verschiedenen Konzentrationen 
von Adenin (10 µM, 100 µM, 500 µM, 1 mM) inkubiert und anschließend die 
Stoffwechselaktivität und der Zelluntergang bestimmt. Zusätzlich wurde der Einfluss 
der als Antagonist beschriebenen [persönliche Mitteilung von Prof. Müller, Bonn] Substanz 
PSB-08162 (100 µM) untersucht.  
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In Abb. 43 sind die Ergebnisse des MTT- und des LDH-Tests nach 12 h und 36 h 
dargestellt. Unbehandelte SH-SY5Y dienten als Kontrolle (K). Ihre 
Stoffwechselaktivität und LDH-Freisetzung wurde auf 100 % festgesetzt. 
 
Abb. 43: Einfluss von Adenin und PSB-08162 auf SH-SY5Y-Zellen 
A: Stoffwechselaktivität nach 12 h; B: LDH-Freisetzung nach 12 h. 
C: Stoffwechselaktivität nach 36 h; D: LDH-Freisetzung nach 36 h. 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin (Ad 10:10 µM, Ad 100: 100 µM, Ad 500: 500 µM, 
Ad 1: 1 mM), PSB-08162 (PSB: 100 µM) und der Kombination aus Adenin und PSB-08162 
(Ad + PSB: Adenin 500 µM, PSB-08162 100 µM) auf Stoffwechselaktivität und 
Zelluntergang von SH-SY5Y-Zellen in % der Kontrolle (K). Mittelwerte ± SEM. * =  
signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05; # =  signifikant vs. Adenin 500 µM p ≤ 0,05; n = 4-16 (MTT-
Test) bzw. n = 4-16 (LDH-Test). 
 
Nach 12 h hatte Adenin keinen Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (Abb. 43A). Die 
LDH-Freisetzung wurde durch Adenin konzentrationsabhängig gesteigert (Adenin 
10 µM: 108,7 ± 12 %, n = 6; Adenin 100 µM: 116,2 ± 13,5 %, n = 6; Adenin 500 µM: 
138,4 ± 14,2 %, n = 15; Adenin 1 mM: 125,8 ± 13,2 %, n = 6; Abb. 43B).  
PSB-08162 allein und in Kombination mit Adenin verminderte die 
Stoffwechselaktivität auf 67,8 ± 14,2 % (n = 4) und 61,4 ± 7,2 % (n = 4; Abb. 43A). 
Die verminderte Stoffwechselaktivität korrelierte mit einer Erhöhung der LDH-




Nach 36 h wurde die Stoffwechselaktivität durch Adenin in der Konzentration 
500 µM auf 127,8 ± 17,1 % (n = 16) erhöht (Abb. 43C). Die LDH-Freisetzung wurde 
konzentrationsabhängig bis auf 138,1 ± 13,7 % (1 mM, n = 7) gesteigert (Abb. 43D).  
PSB-08162 verminderte die Stoffwechselaktivität auf 80,8 ± 6,9 % (n = 4; Abb. 43C) 
und erhöhte die LDH-Freisetzung auf 125 ± 16,7 % (n = 4; Abb. 43D).  
In Gegenwart von PSB-08162 wurde der adeninvermittelte Effekt auf die 
Stoffwechselaktivität antagonisiert (82,3 ± 9,2 %, n = 4; Abb. 43C). Die Reduktion 
der Stoffwechselaktivität korrelierte mit einer erhöhten LDH-Freisetzung von 
137,3 ± 13,2 % (n = 4; Abb. 43D). 
Die Ergebnisse sprechen dafür, dass die beobachteten Effekte rezeptorvermittelt 
sind. Die durch den Adeninrezeptor vermittelten Veränderungen in 
Stoffwechselaktivität und Zelluntergang sind abhängig von der Adeninkonzentration 
und der Inkubationszeit. Zusätzlich wurde in den Untersuchungen ein Eigeneffekt 
von PSB-08162 beobachtet. 
 
Um den unter Adenin auftretenden Zelluntergang näher zu charakterisieren, wurden 
die Zellkerne der SH-SY5Y-Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI angefärbt und 
auf apoptotische Körperchen untersucht. Die Zellen wurden für 12 h und 36 h ohne 
und mit Adenin (500 µM) kultiviert. In Abb. 44 sind exemplarisch 
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von SH-SY5Y-Zellkernen dargestellt, welche 
nach 12 h Inkubation angefärbt wurden. 
 
 
Abb. 44: DAPI-gefärbte Zellkerne von SH-SY5Y-Zellen nach 12 h Inkubation mit Adenin  
Unbehandelte Zellen (A); 12 h Adenin 500 µM (B) 
Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von DAPI-gefärbten Zellkernen 
nach 12 h Kultivierung (20fache Vergrößerung). 
 
Es ist kein Unterschied zwischen unbehandelten und 12 h mit Adenin (500 µM) 
kultivierten SH-SY5Y-Zellen hinsichtlich der Anzahl apoptotischer Zellkerne zu 
erkennen (Abb. 44).  
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Die Färbungen wurden in drei unabhängigen Experimenten wiederholt. Es konnte 
weder nach 12 h noch nach 36 h eine Zunahme an apoptotischen Zellen unter 
Adenin 500 µM im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen werden.  
4.3.3.2 Wirkung von Adenin an SH-SY5Y-Zellen unter Hypoxie 
Um die Wirkung von Adenin an SH-SY5Y-Zellen unter Hypoxie zu untersuchen, 
wurden die Zellen für 12 h und 36 h mit Adenin (500 µM) und PSB-08162 (100 µM) 
unter GD-, OD- und OGD-Bedingungen inkubiert. Anschließend wurden 
Stoffwechselaktivität und Zelluntergang bestimmt. Unbehandelte SH-SY5Y-Zellen 
dienten als Kontrolle. Ihre Stoffwechselaktivität und LDH-Freisetzung wurde auf 
100 % festgesetzt. 
 
Abb. 45: Einfluss von Adenin auf SH-SY5Y-Zellen unter GD-Bedingungen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), PSB-08162 100 µM (PSB) und der 
Kombination aus beiden (Ad + PSB) unter Glucoseentzug (GD) in % der Kontrolle 
(Mittelwerte ± SEM). Dunkelgrau: 12 h GD; dunkelrot: 36 h GD; - - -: Referenzlinie für 
Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). n = 4-16 (MTT-Test) bzw. n = 4-16 (LDH-Test). 
 
Die Stoffwechselaktivität wurde durch 12 h GD auf 37,5 ± 5,3 % (n = 15; Abb. 45A) 
gesenkt und die LDH-Freisetzung auf 250 ± 23,3 % (n = 15; Abb. 45B) erhöht. Keine 
der Substanzen oder deren Kombination beeinflusste die GD-induzierten Effekte. 
Nach 36 h Kultivierung unter GD-Bedingungen betrug die Stoffwechselaktivität 
25,4 ± 4 % (n = 15; Abb. 45A), bei einer gesteigerten LDH-Freisetzung von 
170,2 ± 15,4 % (n = 16; Abb. 45B). Keine Substanz oder deren Kombination zeigte 





Abb. 46: Einfluss von Adenin auf SH-SY5Y-Zellen unter OD-Bedingungen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), PSB-08162 100 µM (PSB) und der 
Kombination aus beiden (Ad + PSB) unter Sauerstoffentzug (OD) in % der Kontrolle 
(Mittelwerte ± SEM). Dunkelgrau: 12 h OD; dunkelgrün: 36 h OD; - - -: Referenzlinie für 
Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). * =  signifikant vs. OD p ≤ 0,05; # =  signifikant vs. 
Adenin 500 µM p ≤ 0,05; n = 4-16 (MTT-Test) bzw. n = 4-16 (LDH-Test). 
 
Die Stoffwechselaktivität und die LDH-Freisetzung wurden durch 12 h OD nicht 
beeinflusst. Adenin, PSB-08162 oder die Kombination hatten keinen Effekt auf die 
Stoffwechselaktivität unter diesen Bedingungen (Abb. 46A). Adenin beeinflusste die 
LDH-Freisetzung nicht. PSB-08162, allein und in Kombination mit Adenin, steigerte 
die LDH-Freisetzung (PSB: 155,3 ± 26,7 %, n = 4; Ad + PSB: 158,7 ± 33,5 %, n = 4; 
Abb. 46B).  
Auch nach 36 h Kultivierung unter OD wurden keine Veränderungen von 
Stoffwechselaktivität oder LDH-Freisetzung registriert. Adenin steigerte die 
Stoffwechselaktivität leicht auf 117,8 ± 11,1 % (n = 16). Dieser Effekt wurde durch 
PSB-08162 antagonisiert (83,2 ± 9,3 %, n = 4; Abb. 46A). Die LDH-Freisetzung 
wurde durch Adenin nicht beeinflusst. PSB-08162 führte zu einer Erhöhung der 
LDH-Freisetzung auf 123,3 ± 10,5 % (n = 4). Die Wirkung von PSB-08162 wurde 




Abb. 47: Einfluss von Adenin auf SH-SY5Y-Zellen unter OGD-Bedingungen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), PSB-08162 100 µM (PSB) und der 
Kombination aus beiden (Ad + PSB) unter Sauerstoff- und Glucoseentzug (OGD) in % der 
Kontrolle (Mittelwerte ± SEM). Dunkelgrau: 12 h OGD; dunkelbraun: 36 h OGD; - - -: 
Referenzlinie für Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). * =  signifikant vs. OGD p ≤ 0,05; 
n = 4-16 (MTT-Test) bzw. n = 4-16 (LDH-Test). 
 
Nach 12 h OGD war die Stoffwechselaktivität auf 40,8 ± 5,4 % (n = 15; Abb. 47A) 
gesenkt und die LDH-Freisetzung auf 240,6 ± 19,8 % (n = 15; Abb. 47B) erhöht. 
Kein Substanz oder ihre Kombination hatte darauf einen signifikanten Einfluss. 
Nach 36 h Kultivierung unter OGD-Bedingungen betrug die Stoffwechselaktivität von 
SH-SY5Y-Zellen 28 ± 4 % (n = 15; Abb. 47A) bei einer gesteigerten LDH-
Freisetzung von 159,9 ± 15,4 % (n = 16; Abb. 47B). Adenin steigerte die LDH-
Freisetzung weiter auf 216,6 ± 32 % (n = 16; Abb. 47B). Dieser Effekt war in 
Gegenwart von PSB-08162 nicht nachweisbar. 
 
4.3.3.3 Untersuchungen zur Interaktion von Adenin- und Adenosin-A1-
Rezeptor an SH-SY5Y-Zellen 
Es sollte untersucht werden, ob es wie bei B104-Zellen an humanen neuronalen 
Zellen zu einer Interaktion zwischen Adenin- und Adenosin-A1-Rezeptor kommt und 
welche Wirkung diese Interaktion unter normoxischen und hypoxischen 
Bedingungen auf Stoffwechselaktivität und Zelluntergang hat. 
Vorraussetzung für diese Untersuchungen ist das Vorhandensein des A1-Rezeptors 
an SH-SY5Y-Zellen. Deshalb wurde zunächst mit Hilfe einer qualitativen RT-PCR 






Abb. 48: Nachweis der Adenosin-A1-Rezeptor-mRNA an SH-SY5Y-Zellen 
M: DNA-Längenstandard 100 bp; P1: Passage 1; P24: Passage 24. 
Die mRNA des A1-Rezeptors wurde mit Hilfe einer qualitativen RT-PCR vervielfältigt und 
auf ein Agarosegel gegen einen Längenstandard (100 bp) aufgetragen. Das Agarosegel 
wurde mit Ethidiumbromid gefärbt und unter UV-Licht fotografiert. 
 
Abb. 48 zeigt ein Beispiel der qualitativen RT-PCR mit spezifischen A1-
Rezeptorprimern. Es konnten für SH-SY5Y-Zellen der Passagen P1 und P24 PCR-
Produkte in der erwarteten Produktgröße von 120 bp detektiert werden. Die PCR-
Produkte wurden aus dem Gel extrahiert und von der GATC Biotech AG (Konstanz, 
BRD) sequenziert. Der Vergleich der ermittelten Nukleinsäuresequenzen mit dem 
Genbankeintrag des humanen A1-Rezeptors (Genbanknummer NM_000674) ergab 
für alle Proben eine Übereinstimmung der Sequenz. 
 
In anschließenden Untersuchungen wurden SH-SY5Y-Zellen für 12 h und 36 h mit 
Adenin (500 µM), dem A1-Rezeptoragonisten CPA (1 µM) und dem A1-
Rezeptorantagonisten DPCPX (0,1 µM) inkubiert und anschließend 
Stoffwechselaktivität und Zelluntergang bestimmt. Unbehandelte SH-SY5Y-Zellen 
dienten als Kontrolle (K). Ihre Stoffwechselaktivität und LDH-Freisetzung wurde auf 




Abb. 49: Interaktion des Adenin- mit dem Adenosin-A1-Rezeptor an SH-SY5Y-Zellen 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), CPA 1 µM (CPA), der Kombination 
aus CPA und DPCPX (CPA + DPCPX; DPCPX 0,1 µM) und der Kombination aus Adenin 
und CPA (CPA + Ad) auf Stoffwechselaktivität (A) und LDH-Freisetzung (B) in % der 
Kontrolle K (Mittelwerte ± SEM). Schwarz: 12 h; grau: 36 h; - - -: Referenzlinie für Kontrolle 
(unbehandelte Zellen; 100 %). * =  signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05; n = 9-16 (MTT-Test) 
bzw. n = 9-16 (LDH-Test). 
 
Die Stoffwechselaktivität wurde nach 12 h durch Adenin und CPA nicht beeinflusst. 
Die Blockade des A1-Rezeptors mit dem Antagonisten DPCPX verminderte die 
Stoffwechselaktivität auf 81,2 ± 11,4 % (n = 9; Abb. 49A). Auch die LDH-Freisetzung 
wurde durch die Agonisten nicht beeinflusst. Die reduzierte Stoffwechselaktivität in 
Gegenwart von DPCPX korrelierte mit einer erhöhten LDH-Freisetzung 
(163 ± 28,7 %, n = 9). Ähnlich wirkte sich auch die Koinkubation von CPA und 
Adenin aus. Die LDH-Freisetzung stieg auf 140 ± 20,9 % (n = 9; Abb. 49B). 
Nach 36 h wurde die Stoffwechselaktivität und die LDH-Freisetzung durch Adenin 
und CPA nicht beeinflusst. In Gegenwart von DPCPX konnte ebenfalls kein Effekt 
beobachtet werden. Die gleichzeitige Aktivierung beider Rezeptoren durch Adenin 
und CPA führte zu einer Erhöhung der Stoffwechselaktivität auf 149,7 ± 20,7 % 
(n = 9; Abb. 49A). Die Steigerung der Stoffwechselaktivität korrelierte hierbei mit 





Abb. 50: Interaktion des Adenin- mit dem Adenosin-A1-Rezeptor an SH-SY5Y-Zellen unter OGD 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), CPA 1 µM (CPA), der Kombination 
aus CPA und DPCPX (CPA + DPCPX; DPCPX 0,1 µM) und der Kombination aus Adenin 
und CPA (CPA + Ad) auf Stoffwechselaktivität (A) und LDH-Freisetzung (B) unter 
Sauerstoff- und Glucoseentzug (OGD) in % der Kontrolle (Mittelwerte ± SEM). Dunkelgrau: 
12 h OGD; dunkelbraun: 36 h OGD; - - -: Referenzlinie für Kontrolle (unbehandelte Zellen; 
100 %). * =  signifikant vs. OGD p ≤ 0,05; n = 9-16 (MTT-Test) bzw. n = 9-16 (LDH-Test). 
 
OGD führte bereits nach 12 h zum Zelluntergang. Dies äußerte sich in einer 
reduzierten Stoffwechselaktivität von 40,8 ± 5,4 % (n = 15; Abb. 50A) mit einer 
gleichzeitig gesteigerten LDH-Freisetzung von 240,6 ± 19,8 % (n = 15; Abb. 50B). 
Unter diesen Bedingungen hatten weder die Einzelsubstanzen noch deren 
Kombinationen einen Einfluss auf die OGD-induzierte Zellschädigung. Lediglich 
Adenin verstärkte die LDH-Freisetzung nach 36 h OGD von 159,9 ± 15,4 % (n = 16) 
auf 216,6 ± 32 % (n = 16; Abb. 50B). 
 
4.3.3.4 Zusammenfassung zur Wirkung von Adenin an SH-SY5Y-Zellen 
Die Wirkung von Adeninrezeptorliganden an SH-SY5Y-Zellen unter 




Tab. 4: Zusammenfassung zur Wirkung von Adenin an SH-SY5Y-Zellen 
Dargestellt ist die Wirkung der Adeninrezeptorliganden Adenin (500 µM; Ad) und PSB-08162 
(100 µM; PSB) sowie einer möglichen Interaktion zwischen Adenin- und Adenosin-A1-
Rezeptor (AdR vs. A1R) auf Stoffwechselaktivität und Zelluntergang von SH-SY5Y-Zellen. 
Norm: Normbedingungen; GD: Glucoseentzug; OD: Sauerstoffentzug; OGD: Sauerstoff- und 
Glucoseentzug; ↑ : Erhöhung; ↓ : Verminderung; - : kein Einfluss; Doppelpfeil: zeitabhängige 
Unterschiede, erster Pfeil Wirkung nach 12 h, zweiter Pfeil Wirkung nach 36 h. 
 

















Ad ↓ ↑ - - ↑ - - ↑ 
PSB ↓ ↑ - - - ↑ - - 
Ad & 
PSB 
↓ ↑ - - ↓ ↑ - - 
AdR vs. 
A1R 
↑ ↑↓     - - 
 
Adenin beeinflusste Stoffwechselaktivität und Zelluntergang von SH-SY5Y-Zellen. 
Es wurde der pharmakologische Nachweis erbracht, dass die Adeninwirkung über 
einen Adeninrezeptor vermittelt wird. 
Adenin und PSB-08162 hatten keinen Effekt auf den GD-induzierten Zelluntergang. 
PSB-08162 hatte unter OD einen zellschädigenden Effekt. Adenin verstärkte den 
OGD-induzierten Zelluntergang. 
Adenin- und A1-Rezeptor interagierten in SH-SY5Y-Zellen. Die Interaktion hatte 
unter OGD keinen Einfluss auf die Zellschädigung.  
 
4.3.4 Wirkung von Adenin an THP-1-Zellen 
4.3.4.1 Pharmakologischer Nachweis des Adeninrezeptors an THP-1-Zellen 
Nachdem der Adeninrezeptor an Makrophagen der Ratte nachgewiesen wurde, 
sollte sein Vorkommen an humanen Makrophagen untersucht werden. Aufgrund des 
Fehlens der Sequenz eines potentiellen humanen Orthologs wurde an der durch 
PMA zu makrophagenähnlichen Zellen differenzierten Zelllinie THP-1 mit 
pharmakologischen Methoden nach Hinweisen auf einen Adeninrezeptor gesucht.  
Dazu wurden die Zellen für 12 h und 36 h mit verschiedenen Konzentrationen von 
Adenin (10 µM, 100 µM, 500 µM, 1 mM) inkubiert und anschließend die 
Stoffwechselaktivität und der Zelluntergang bestimmt. Zusätzlich wurde der Einfluss 
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der Substanz PSB-08162 (100 µM), die als Antagonist am Rezeptor beschrieben 
wurde [persönliche Mitteilung von Prof. Müller, Bonn], untersucht.  
In Abb. 51 sind die Ergebnisse des MTT- und des LDH-Tests nach 12 h und 36 h 
dargestellt. Unbehandelte THP-1-Zellen dienten als Kontrolle (K). Ihre 
Stoffwechselaktivität und LDH-Freisetzung wurde auf 100 % festgesetzt. 
 
Abb. 51: Einfluss von Adenin und PSB-08162 auf THP-1-Zellen 
A: Stoffwechselaktivität nach 12 h; B: LDH-Freisetzung nach 12 h. 
C: Stoffwechselaktivität nach 36 h; D: LDH-Freisetzung nach 36 h. 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin (Ad 10:10 µM, Ad 100: 100 µM, Ad 500: 500 µM, 
Ad 1: 1 mM), PSB-08162 (PSB: 100 µM) und der Kombination aus Adenin und PSB-08162 
(Ad + PSB: Adenin 500 µM, PSB-08162 100 µM) auf Stoffwechselaktivität und 
Zelluntergang von THP-1-Zellen in % der Kontrolle (K). Mittelwerte ± SEM. * =  signifikant 
vs. Kontrolle p ≤ 0,05; # =  signifikant vs. Adenin 500 µM p ≤ 0,05; n = 5-16 (MTT-Test) bzw. 
n = 6-17 (LDH-Test). 
 
Nach 12 h wurde die Stoffwechselaktivität durch Adenin konzentrationsabhängig 
gesteigert (Adenin 10 µM: 104,5 ± 11,4 %, n = 7; Adenin 100 µM: 107,4 ± 13,3 %, 
n = 7; Adenin 500 µM: 118,3 ± 8 %, n = 16; Abb. 51A). In einer Konzentration von 
1 mM trat dieser Effekt nicht mehr auf. Die LDH-Freisetzung wurde durch Adenin 
nicht beeinflusst (Abb. 51B).  
PSB-08162 verminderte die Stoffwechselaktivität auf 86,1 ± 8,7 % (n = 6) und 
antagonisierte den Adenin-vermittelten Effekt (71,7 ± 10,7 %, n = 6; Abb. 51A). Die 
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Reduktion der Stoffwechselaktivität durch PSB-08162 korrelierte mit einer erhöhten 
LDH-Freisetzung auf 193,2 ± 29,4 % (n = 6) und 200,2 ± 28,3 % (n = 6; Abb. 51B). 
 
Adenin in den Konzentrationen 500 µM und 1 mM steigerte nach 36 h die 
Stoffwechselaktivität auf 132,9 ± 8,7 % (n = 14) und 108,8 ± 7,3 % (n = 6; Abb. 
51C). Die LDH-Freisetzung wurde durch Adenin nicht beeinflusst (Abb. 51D).  
PSB-08162 hatte keinen Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (Abb. 51C), erhöhte 
aber die LDH-Freisetzung auf 140,1 ± 33,7 % (n = 6; Abb. 51D).  
Die Adenin-induzierte Steigerung der Stoffwechselaktivität wurde in Gegenwart von 
PSB-08162 aufgehoben (86,9 ± 8,2 %, n = 6; Abb. 51C). Die verringerte 
Stoffwechselaktivität korrelierte mit einer Erhöhung der LDH-Freisetzung auf 
146,7 ± 35,2 % (n = 6; Abb. 51D). 
Die Ergebnisse sprechen dafür, dass die beobachteten Effekte rezeptorvermittelt 
sind. Die durch den Adeninrezeptor vermittelten Veränderungen in 
Stoffwechselaktivität und Zelluntergang waren abhängig von der 
Adeninkonzentration. Zusätzlich zeigte PSB-08162 eine Eigenwirkung. 
 
4.3.4.2 Wirkung von Adenin an THP-1-Zellen unter Hypoxie 
Um die Wirkung von Adenin auf THP-1-Zellen unter hypoxischen Bedingungen zu 
untersuchen, wurden die Zellen für 12 h und 36 h mit Adenin (500 µM) und 
PSB-08162 (100 µM) unter GD-, OD- und OGD-Bedingungen inkubiert. 
Anschließend wurden Stoffwechselaktivität und Zelluntergang bestimmt. 
Unbehandelte THP-1-Zellen dienten als Kontrolle. Ihre Stoffwechselaktivität und 




Abb. 52: Einfluss von Adenin auf THP-1-Zellen unter GD-Bedingungen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), PSB-08162 100 µM (PSB) und der 
Kombination aus beiden (Ad + PSB) unter Glucoseentzug (GD) in % der Kontrolle 
(Mittelwerte ± SEM). Dunkelgrau: 12 h GD; dunkelrot: 36 h GD; - - -: Referenzlinie für 
Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). n = 6-17 (MTT-Test) bzw. n = 6-17 (LDH-Test). 
 
Die Stoffwechselaktivität wurde nach 12 h GD auf 31,8 ± 3,3 % (n = 16; Abb. 52A) 
gesenkt. Die GD-induzierte Reduktion der Stoffwechselaktivität wurde durch die 
Substanzen nicht beeinflusst. Die verminderte Stoffwechselaktivität korrelierte mit 
einer gesteigerten LDH-Freisetzung (179,6 ± 18,2 %, n = 17). Adenin zeigte darauf 
keinen Einfluss. PSB-08162 allein und in Kombination mit Adenin erhöhte die LDH-
Freisetzung weiter auf 265,3 ± 34,8 % (n = 6) und 276,1 ± 42,8 % (n = 6; Abb. 52B). 
Nach 36 h GD betrug die Stoffwechselaktivität 42,8 ± 12,5 % (n = 17; Abb. 52A) bei 
einer gesteigerten LDH-Freisetzung von 160,2 ± 18,2 % (n = 17; Abb. 52B). Auf die 
GD-induzierten Effekte zeigten die Substanzen nach 36 h keinen Einfluss. 
 
Abb. 53: Einfluss von Adenin auf THP-1-Zellen unter OD-Bedingungen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), PSB-08162 100 µM (PSB) und der 
Kombination aus beiden (Ad + PSB) unter Sauerstoffentzug (OD) in % der Kontrolle 
(Mittelwerte ± SEM). Dunkelgrau: 12 h OD; dunkelgrün: 36 h OD; - - -: Referenzlinie für 
Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). * =  signifikant vs. OD p ≤ 0,05; # =  signifikant vs. 




Stoffwechselaktivität und LDH-Freisetzung wurden durch 12 h OD nicht beeinflusst. 
Adenin hatte keinen Effekt auf Stoffwechselaktivität oder LDH-Freisetzung unter 
diesen Bedingungen. PSB-08162 allein und in Kombination mit Adenin reduzierte 
die Stoffwechselaktivität auf 76,3 ± 6,9 % (n = 6) und 68 ± 12,3 % (n = 6; Abb. 53A). 
Die Reduktion der Stoffwechselaktivität korrelierte hierbei mit einer erhöhten LDH-
Freisetzung von 201,5 ± 34 % (n = 6) und 207,5 ± 37,5 % (n = 6; Abb. 53B).  
Nach 36 h OD wurden keine Veränderungen von Stoffwechselaktivität oder LDH-
Freisetzung registriert. Adenin steigerte die Stoffwechselaktivität leicht auf 
135,4 ± 15 % (n = 14). PSB-08162 hatte keinen Einfluss auf die 
Stoffwechselaktivität, antagonisierte aber den adeninvermittelten Effekt 
(99,7 ± 2,4 %, n = 6; Abb. 53A). Die LDH-Freisetzung wurde nach 36 h OD durch 
die Substanzen nicht beeinflusst (Abb. 53B). 
 
Abb. 54: Einfluss von Adenin auf THP-1-Zellen unter OGD-Bedingungen 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), PSB-08162 100 µM (PSB) und der 
Kombination aus beiden (Ad + PSB) unter Sauerstoff- und Glucoseentzug (OGD) in % der 
Kontrolle (Mittelwerte ± SEM). Dunkelgrau: 12 h OGD; dunkelbraun: 36 h OGD; - - -: 
Referenzlinie für Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). * =  signifikant vs. OGD p ≤ 0,05; 
n = 6-16 (MTT-Test) bzw. n = 6-17 (LDH-Test). 
 
Nach 12 h OGD wurde die Stoffwechselaktivität auf 40 ± 9,3 % (n = 16) gesenkt. 
Adenin hatte darauf keinen Einfluss. PSB-08162 allein und in Kombination mit 
Adenin verminderte die Stoffwechselaktivität weiter auf 14,4 ± 3,6 % (n = 6) und 
10,6 ± 2,1 % (n = 6; Abb. 54A). Die erhöhte LDH-Freisetzung nach 12h OGD von 
192,5 ± 24,1 % (n = 17) wurde durch Adenin und PSB-08162 nicht beeinflusst. In 
Gegenwart beider Liganden wurde die OGD-induzierte Erhöhung der LDH-
Freisetzung verstärkt (308,3 ± 53,7 %, n = 6; Abb. 54B). 
Nach 36 h OGD betrug die Stoffwechselaktivität von THP-1-Zellen 31 ± 12,5 % 
(n = 16) bei einer gesteigerten LDH-Freisetzung von 203,8 ± 18,2 % (n = 17). Auf 
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beide Parameter hatte Adenin unter diesen Bedingungen keinen Einfluss. 
PSB-08162, allein und in Kombination mit Adenin, verminderte die 
Stoffwechselaktivität weiter (PSB: 6,6 ± 2,4 %, n = 6; Ad + PSB: 3,2 ± 0,9 %, n = 6; 
Abb. 54A). Die LDH-Freisetzung wurde durch PSB-08162 nicht beeinflusst. 
 
4.3.4.3 Untersuchungen zur Interaktion von Adenin- und Adenosin-A1-
Rezeptor an THP-1-Zellen 
Es sollte untersucht werden, ob es an humanen Makrophagen, hier die Zelllinie 
THP-1, zu einer Interaktion von Adenin- und Adenosin-A1-Rezeptor kommt und wie 
sich diese Interaktion unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen auf 
Stoffwechselaktivität und Zelluntergang auswirkt. 
Vorraussetzung für diese Untersuchungen ist das Vorhandensein des A1-Rezeptors 
an THP-1-Zellen. Deshalb wurde zunächst durch qualitative RT-PCR und 




Abb. 55: Nachweis der Adenosin-A1-Rezeptor mRNA an THP-1-Zellen 
M: DNA-Längenstandard 100 bp; P22: Passage 22. 
Die mRNA des A1-Rezeptors wurde mit Hilfe einer qualitativen RT-PCR vervielfältigt und 
auf ein Agarosegel gegen einen Längenstandard (100 bp) aufgetragen. Das Agarosegel 
wurde mit Ethidiumbromid gefärbt und unter UV-Licht fotografiert. 
 
Abb. 55 zeigt ein Beispiel der qualitativen RT-PCR mit spezifischen A1-
Rezeptorprimern. Es konnten für THP-1-Zellen der Passage P22 PCR-Produkte in 
der erwarteten Produktgröße von 120 bp detektiert werden. Die PCR-Produkte 
wurden aus dem Gel extrahiert und von der GATC Biotech AG (Konstanz, BRD) 
sequenziert. Der Vergleich der ermittelten Nukleinsäuresequenzen mit dem 
Genbankeintrag des humanen A1-Rezeptors (Genbanknummer NM_000674) ergab 




THP-1-Zellen wurden für 12 h und 36 h mit Adenin (500 µM), dem A1-
Rezeptoragonisten CPA (1 µM) und dem A1-Rezeptorantagonisten DPCPX (0,1 µM) 
inkubiert und anschließend Stoffwechselaktivität und Zelluntergang bestimmt. 
Unbehandelte THP-1-Zellen dienten als Kontrolle (K). Ihre Stoffwechselaktivität und 
LDH-Freisetzung wurde auf 100 % festgesetzt. 
 
Abb. 56: Interaktion des Adenin- mit dem Adenosin-A1-Rezeptor an THP-1-Zellen 
Dargestellt ist der Einfluss von Adenin 500 µM (Ad 500), CPA 1 µM (CPA), der Kombination 
aus CPA und DPCPX (CPA + DPCPX; DPCPX 0,1 µM) und der Kombination aus Adenin 
und CPA (CPA + Ad) auf Stoffwechselaktivität (A) und LDH-Freisetzung (B) in % der 
Kontrolle K (Mittelwerte ± SEM). Schwarz: 12 h; grau: 36 h; - - -: Referenzlinie für Kontrolle 
(unbehandelte Zellen; 100 %). * =  signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05; # =  signifikant vs. CPA 
0,1 µM p ≤ 0,05; n = 9-17 (MTT-Test) bzw. n = 9-17 (LDH-Test). 
 
Die Stoffwechselaktivität wurde nach 12 h durch Adenin und CPA auf 118,3 ± 8 % 
(n = 16) und 117,1 ± 10,8 % (n = 9) erhöht. Die CPA-vermittelte Steigerung der 
Stoffwechselaktivität wurde durch DPCPX aufgehoben (106,3 ± 8 %, n = 9). In 
Gegenwart von CPA und Adenin wurde die Stoffwechselaktivität auf 118,2 ± 9,4 % 
(n = 9; Abb. 56A) gesteigert. Dieser Effekt lässt sich mit der Wirkung der 
Einzelsubstanzen erklären und beruht daher nicht auf einer Interaktion der beiden 
Rezeptoren. Die LDH-Freisetzung wurde nach 12 h durch Adenin nicht beeinflusst. 
CPA führte zu einer Steigerung auf 116 ± 5 % (n = 9). In Gegenwart von DPCPX 
wurde die LDH-Freisetzung noch weiter auf 149,4 ± 20,3 % (n = 9; Abb. 56B) 
erhöht. 
Nach 36 h wurde die Stoffwechselaktivität in Gegenwart von Adenin auf 
133,5 ± 8,1 % (n = 17) erhöht. CPA verringerte die Stoffwechselaktivität auf 
52,3 ± 8,5 % (n = 8). Die CPA-vermittelte Verminderung der Stoffwechselaktivität 
wurde in Gegenwart von DPCPX aufgehoben (106,5 ± 11,9 %, n = 8). Auch in 
Gegenwart von Adenin konnte der CPA-vermittelte Effekt auf die 
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Stoffwechselaktivität nicht mehr registriert werden (111,2 ± 10,2 %; n = 8; Abb. 56A). 
Dies lässt sich durch die stoffwechselaktivitätssteigernde Wirkung von Adenin 
erklären und beruht daher ebenfalls nicht auf einer Interaktion der Rezeptoren. Die 
LDH-Freisetzung wurde durch die Einzelsubstanzen nicht beeinflusst. In Gegenwart 
von CPA und Adenin wurde sie auf 85,3 ± 8,5 % (n = 9; Abb. 56B) gesenkt.  
Da keine Interaktion zwischen Adenin- und A1-Rezeptor an THP-1-Zellen 
nachgewiesen werden konnte, wurde auf Untersuchungen unter hypoxischen 
Bedingungen verzichtet. 
 
4.3.4.4 Zusammenfassung zur Wirkung von Adenin an THP-1-Zellen 
Die Wirkung von Adeninrezeptorliganden an THP-1-Zellen unter Normbedingungen 
und Hypoxie ist in Tab. 5 übersichtlich dargestellt. 
 
Tab. 5: Zusammenfassung zur Wirkung von Adenin an THP-1-Zellen 
Dargestellt ist die Wirkung der Adeninrezeptorliganden Adenin (500 µM; Ad) und PSB-08162 
(100 µM; PSB) sowie einer möglichen Interaktion zwischen Adenin- und Adenosin-A1-
Rezeptor (AdR vs. A1R) auf Stoffwechselaktivität und Zelluntergang von THP-1-Zellen. Norm: 
Normbedingungen; GD: Glucoseentzug; OD: Sauerstoffentzug; OGD: Sauerstoff- und 
Glucoseentzug; ↑ : Erhöhung; ↓ : Verminderung; - : kein Einfluss; Doppelpfeil: zeitabhängige 
Unterschiede, erster Pfeil Wirkung nach 12 h, zweiter Pfeil Wirkung nach 36 h. 
 

















Ad ↑ - - - ↑ - -  
PSB ↓ ↑ - ↑ ↓ ↑ ↓ - 
Ad & 
PSB 
↓ ↑ - ↑ ↓ ↑ ↓ ↑ 
AdR vs. 
A1R 
- -       
 
Adenin beeinflusste Stoffwechselaktivität und Zelluntergang von THP-1-Zellen. Es 
wurde pharmakologisch nachgewiesen, dass die beobachtete Wirkung von Adenin 
über einen Adeninrezeptor vermittelt wird. 
Unter hypoxischen Bedingungen hatte Adenin keinen Einfluss. PSB-08162 hingegen 
verstärkte die hypoxieinduzierte Zellschädigung. 




4.4 Testung des antiinflammatorischen Phytopharmakons 
STW5 
Im letzten Teil der Arbeit sollte der Einsatz der Hypoxiemodelle zur Testung eines 
Phytopharmakons, das aus mehreren Komponenten besteht, geprüft werden. Es 
wurde das Phytopharmakon STW5 verwendet. STW5 ist ein bewährtes Arzneimittel 
(Iberogast) zur Behandlung gastrointestinaler Beschwerden. Es ist bekannt, dass 
STW5 antiinflammatorische Eigenschaften hat.  
In den folgenden Versuchsreihen sollte bestätigt werden, dass die Hypoxiemodelle 
nicht nur zur Prüfung rezeptorvermittelter Therapieansätze nutzbar sind, sondern 
auch zur Untersuchung möglicher protektiver Eigenschaften von 
Mehrkomponentengemischen angewendet werden können. 
4.4.1 Wirkung von STW5 an humanen primären Makrophagen 
4.4.1.1 Einfluss von STW5 auf Stoffwechselaktivität und Zelluntergang 
humaner primärer Makrophagen unter Hypoxie 
Humane primäre Makrophagen wurden für 24 h mit STW5 in den Konzentrationen 
51,2 µg/ml und 512 µg/ml unter Normbedingungen (K), GD-, OD- und 
OGD-Bedingungen inkubiert. Anschließend wurden Stoffwechselaktivität und 
Zelluntergang bestimmt. Als jeweilige Kontrolle dienten Zellen, die unter 
Normbedingungen, GD-, OD- bzw. OGD-Bedingungen, jedoch ohne STW5 kultiviert 
wurden. Die Stoffwechselaktivität und LDH-Freisetzung von unbehandelten Zellen 




Abb. 57: Einfluss von STW5 auf humane primäre Makrophagen unter Hypoxie 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von STW5 auf humane primäre Makrophagen in % der Kontrolle 
(unbehandelte Zellen; Mittelwerte ± SEM) nach 24 h Kultivierung unter Normbedingungen 
(K), Glucoseentzug (GD), Sauerstoffentzug (OD) und Sauerstoff- & Glucoseentzug (OGD) 
im Vergleich zu Zellen, welche ohne STW5 inkubiert wurden. Dunkelgrau: ohne STW5 
(Kontrolle); rot: STW5 51,2 µg/ml; dunkelrot: STW5 512 µg/ml; - - -: Referenzlinie für 
Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). * = signifikant vs. Normbedingungen (K) p ≤ 0,05; 
# = signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05; n = 6-29 (MTT-Test) bzw. n = 7-17 (LDH-Test). 
 
Unter Normbedingungen verminderte STW5 nur in der Konzentration 51,2 µg/ml die 
Stoffwechselaktivität von humanen primären Makrophagen auf 80,3 ± 9,8 % (n = 6; 
Abb. 57A). Die LDH-Freisetzung wurde durch STW5 konzentrationsabhängig 
gesteigert (STW5 51,2 µg/ml: 143 ± 35,5 %, n = 7; STW5 512 µg/ml: 
165,7 ± 23,6 %, n = 7; Abb. 57B).  
Die GD-bedingte Verminderung der Stoffwechselaktivität auf 66,4 ± 4,2 % (n = 29) 
wurde durch STW5 in der Konzentration 512 µg/ml weiter verstärkt auf 38,7 ± 7,2 % 
(n = 6; Abb. 57A). Die LDH-Freisetzung wurde durch GD auf 76,7 ± 11,1 % (n = 17) 
gesenkt. STW5 erhöhte die LDH-Freisetzung stark (STW5 51,2 µg/ml: 
213,2 ± 69,8 %, n = 7; STW5 512 µg/ml: 176,2 ± 28,9 %, n = 7; Abb. 57B). 
Unter OD hatte STW5 keinen Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (Abb. 57A), 
steigerte jedoch die LDH-Freisetzung konzentrationsabhängig (STW5 51,2 µg/ml: 
142,6 ± 20,8 %, n = 7; STW5 512 µg/ml: 214,9 ± 17,8 %, n = 7; Abb. 57B). 
OGD verminderte die Stoffwechselaktivität auf 61,4 ± 7,3 % (n = 21). STW5 führte 
zu einer weiteren Verringerung (STW5 51,2 µg/ml: 22,5 ± 5,6 %, n = 6; STW5 
512 µg/ml: 38,8 ± 5,1 %, n = 6; Abb. 57A). Die OGD-induzierte Erhöhung der LDH-
Freisetzung auf 202,3 ± 59,8 % (n = 12) wurde durch STW5 nicht signifikant 




4.4.1.2 Einfluss von STW5 auf die TNF-α-Freisetzung humaner primärer 
Makrophagen 
Für STW5 ist bekannt, dass es die Expression proinflammatorischer Zytokine 
hemmt. Es sollte deshalb untersucht werden, ob STW5 die hypoxieinduzierte 
TNF-α-Freisetzung beeinflusst. Dazu wurden humane primäre Makrophagen 24 h 
mit STW5 in den Konzentrationen 51,2 µg/ml und 512 µg/ml unter 
Normbedingungen (K), GD-, OD- und OGD-Bedingungen inkubiert. Die TNF-α-
Freisetzung wurde anschließend mit Hilfe eines TNF-α-ELISA bestimmt. Als 
Kontrolle dienten Zellen, die unter Normbedingungen, GD-, OD- bzw. OGD-
Bedingungen, jedoch ohne STW5 kultiviert wurden. 
 
 
Abb. 58: Einfluss von STW5 auf die Hypoxie-induzierte TNF-α-Freisetzung humaner primärer 
Makrophagen 
Dargestellt ist der Einfluss von STW5 auf die TNF-α-Freisetzung humaner primärer 
Makrophagen nach 24 h Kultivierung unter Normbedingungen (K), Glucoseentzug (GD), 
Sauerstoffentzug (OD) und Sauerstoff- & Glucoseentzug (OGD) im Vergleich zu Zellen, 
welche ohne STW5 inkubiert wurden. Dunkelgrau: ohne STW5 (Kontrolle); rot: STW5 
51,2 µg/ml; dunkelrot: STW5 512 µg/ml. Mittelwerte ± SEM; n = 5-11. * = signifikant vs. 
Normbedingungen (K) p ≤ 0,05; # = signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05. 
 
STW5 hatte unter Norm- und OD-Bedingungen keinen Einfluss auf die TNF-α-
Freisetzung (Abb. 58).  
Unter GD kam es nach 24 h zu einer Erhöhung der TNF-α-Freisetzung von 
41,2 ± 19,5 pg/ml (n = 11) auf 264,8 ± 71,8 pg/ml (n = 11). STW5, in einer 
Konzentration von 512 µg/ml, konnte die GD-induzierte Erhöhung der TNF-α-
Freisetzung vollständig hemmen (57,3 ± 12,1 pg/ml, n = 5; Abb. 58).  
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Ein vergleichbarer Effekt von STW5 wurde unter OGD beobachtet. Die erhöhte 
TNF-α-Freisetzung von 326,9 ± 69,8 pg/ml (n = 11) wurde durch STW5 in der 
Konzentration 512 µg/ml auf 41,7 ± 15,9 pg/ml (n = 5) gesenkt (Abb. 58).  
 
4.4.1.3 Einfluss von STW5 auf elektrophysiologische Parameter humaner 
primärer Makrophagen 
Eine erhöhte TNF-α-Freisetzung ist Ausdruck einer Aktivierung von Makrophagen. 
Dabei ändern sich vermutlich membranspezifische Eigenschaften. Mögliche 
Ursache für die reduzierte TNF-α-Freisetzung durch STW5 könnten die 
Veränderungen von Membraneigenschaften sein.  
Zur Aufklärung der zugrunde liegenden Mechanismen wurde der Einfluss von STW5 
auf elektrophysiologische Parameter LPS-aktivierter humaner primärer 
Makrophagen untersucht. Dazu wurden humane primäre Makrophagen mit LPS 
(100 ng/ml), STW5 (512 µg/ml) oder der Kombination aus beiden für 2 h inkubiert 
und anschließend Membranparameter (Membranpotential, Membrankapazität, 
Membranwiderstand) und spannungsinduzierte Ströme mit Hilfe der 




Abb. 59: Einfluss von LPS und STW5 auf Membranparameter humaner primärer Makrophagen  
Membranpotential (A); Membrankapazität (B); Membranwiderstand (C). 
Dargestellt sind der Einfluss von LPS 100 ng/ml (LPS), STW5 512 µg/ml (STW5) und der 
Kombination aus STW5 und LPS (STW5 + LPS) auf die Membranparameter humaner 
primärer Makrophagen im Vergleich zu unbehandelten Zellen (K). Mittelwerte ± SEM; 
n = 9-11; * = signifikant vs. Kontrolle (K) p ≤ 0,05. 
 
Das Membranpotential unbehandelter humaner primärer Makrophagen betrug 
-26 ± 3 mV (n = 9). Es wurde durch LPS, STW5 oder deren Kombination nicht 
beeinflusst (Abb. 59A).  
Die Membrankapazität wurde durch LPS von 48,4 ± 6,6 pF (n = 9) auf 
73,6 ± 12,3 pF (n = 11) erhöht. STW5 hatte keinen Einfluss. In Gegenwart von 
STW5 kam es zu einer vergleichbaren Erhöhung der Membrankapazität wie nach 
alleiniger LPS-Inkubation (68,7 ± 5,5 pF, n = 11; Abb. 59B).  
Der Membranwiderstand unbehandelter humaner primärer Makrophagen von 
1,1 ± 0,2 GΩ (n = 9) wurde durch LPS, STW5 oder deren Kombination nicht 




Abb. 60: Einfluss von LPS und STW5 auf spannungsinduzierte Ströme humaner primärer 
Makrophagen (Strom-Spannungs-Kennlinien) 
Dargestellt sind die Strom-Spannungs-Kennlinien humaner primärer Makrophagen (A) nach 
2 h Inkubation mit LPS 100 ng/ml (LPS), STW5 512 µg/ml (STW5) oder deren Kombination 
(STW5 + LPS). Die resultierenden Ströme (I in pA) wurden gegen die applizierten 
Spannungen (U in mV) aufgetragen.  
Die resultierenden Einwärtsströme (I in pA) bei Applikation von -170 mV (B) bzw. die 
resultierenden Auswärtsströme bei Applikation von +70 mV (C) wurden in 
Balkendiagrammen dargestellt. K: Kontrolle; LPS: LPS 100 ng/ml; STW5: STW5 512 µg/ml; 
STW5 + LPS: Koinkubation aus STW5 und LPS.  
Mittelwerte ± SEM; n = 9-11. * =  signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05; # =  signifikant vs. LPS 
100 ng/ml p ≤ 0,05. 
 
In Abb. 60 ist der Einfluss von LPS 100 ng/ml, STW5 512 µg/ml und der 
Kombination auf spannungsinduzierte Ströme dargestellt (Abb. 60A). Die maximal 
resultierenden Einwärtsströme bei -170 mV sind in Abb. 60B und die maximal 
resultierenden Auswärtsströme bei +70 mV in Abb. 60C in Form von 
Balkendiagrammen abgebildet. 
Spannungsinduzierte Einwärtsströme an unbehandelten humanen primären 
Makrophagen wurden durch LPS, STW5 oder deren Kombination nicht verändert 
(Abb. 60A & B). 
LPS führte zu einer Erhöhung der Auswärtsströme (Abb. 60A). Sie wurden bei 
+70 mV von 168,4 ± 34,8 pA (n = 9) auf 379,1 ± 69,5 pA (n = 11; Abb. 60C) erhöht. 
STW5 zeigte keinen Einfluss auf die Strom-Spannungs-Kennlinien (Abb. 60A). In 
Gegenwart von STW5 war die LPS-induzierte Erhöhung der Auswärtsströme nicht 
mehr nachweisbar (151,4 ± 22,1 pA, n = 11; Abb. 60C). 
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4.4.2 Einfluss von STW5 in zellbasierten Hypoxiemodellen 
Es sollte untersucht werden, welche Wirkung STW5 unter normoxischen und 
hypoxischen Bedingungen auf neuronale Zellen und Makrophagen hat. Die 
humanen Zelllinien SH-SY5Y (neuronal) und THP-1 (Makrophagen) bzw. die 
Zelllinien der Ratte B104 (neuronal) und NR8383 (Makrophagen) wurden für 24 h 
mit STW5 in den Konzentrationen 51,2 µg/ml und 512 µg/ml unter 
Normbedingungen (K), GD-, OD- und OGD-Bedingungen inkubiert und 
anschließend Stoffwechselaktivität und Zelluntergang bestimmt. Als Kontrolle 
dienten Zellen, die unter Normbedingungen, GD-, OD- bzw. OGD-Bedingungen, 
jedoch ohne STW5 kultiviert wurden. Die Stoffwechselaktivität und LDH-Freisetzung 
unbehandelter Zellen wurde auf 100 % festgesetzt. 
 
Abb. 61: Einfluss von STW5 auf SH-SY5Y-Zellen unter Hypoxie 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von STW5 auf SH-SY5Y-Zellen in % der Kontrolle (unbehandelte 
Zellen; Mittelwerte ± SEM) nach 24 h Kultivierung unter Normbedingungen (K), 
Glucoseentzug (GD), Sauerstoffentzug (OD) und Sauerstoff- & Glucoseentzug (OGD) im 
Vergleich zu Zellen, welche ohne STW5 inkubiert wurden. Dunkelgrau: ohne STW5 
(Kontrolle); rot: STW5 51,2 µg/ml; dunkelrot: STW5 512 µg/ml; - - -: Referenzlinie für 
Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). * = signifikant vs. Normbedingungen (K) p ≤ 0,05; 
# = signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05; n = 5-12 (MTT-Test) bzw. n = 5-12 (LDH-Test). 
 
Unter Normbedingungen steigerte STW5 nur in der Konzentration 51,2 µg/ml die 
Stoffwechselaktivität von SH-SY5Y-Zellen auf 161,3 ± 27,7 % (n = 6; Abb. 61A). 
Dies korrelierte mit einer verminderten LDH-Freisetzung von 68 ± 7,2 % (n = 6; Abb. 
61B).  
Die GD-bedingte Verminderung der Stoffwechselaktivität auf 50,8 ± 6,8 % (n = 12) 
wurde durch STW5 der Konzentration 51,2 µg/ml aufgehoben. Die 
Stoffwechselaktivität stieg auf einen Wert von 204,6 ± 26,9 % (n = 5; Abb. 61A). Die 
LDH-Freisetzung wurde durch GD auf 167,1 ± 13,4 % (n = 11) gesteigert. STW5 
hatte unter GD-Bedingungen keinen Einfluss auf die LDH-Freisetzung (Abb. 61B). 
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Unter OD hatte STW5 keinen Einfluss auf die erhöhte Stoffwechselaktivität (OD: 
135,9 ± 10 %, n = 12; Abb. 61A) und die verringerte LDH-Freisetzung (OD: 
90,1 ± 4 %, n = 12; Abb. 61B). 
OGD führte zu einer verminderten Stoffwechselaktivität von 62,3 ± 10,6 % (n = 12; 
Abb. 61A) und einer gesteigerten LDH-Freisetzung von 151,5 ± 13,6 % (n = 11; Abb. 
61B). Die OGD-induzierte Zellschädigung wurde durch STW5 nicht beeinflusst. 
 
Abb. 62: Einfluss von STW5 auf THP-1-Zellen unter Hypoxie 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von STW5 auf THP-1-Zellen in % der Kontrolle (unbehandelte 
Zellen; Mittelwerte ± SEM) nach 24 h Kultivierung unter Normbedingungen (K), 
Glucoseentzug (GD), Sauerstoffentzug (OD) und Sauerstoff- & Glucoseentzug (OGD) im 
Vergleich zu Zellen, welche ohne STW5 inkubiert wurden. Dunkelgrau: ohne STW5 
(Kontrolle); rot: STW5 51,2 µg/ml; dunkelrot: STW5 512 µg/ml; - - -: Referenzlinie für 
Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). * = signifikant vs. Normbedingungen (K) p ≤ 0,05; 
# = signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05; n = 5-13 (MTT-Test) bzw. n = 5-14 (LDH-Test). 
 
Unter Normbedingungen steigerte STW5 in beiden Konzentrationen die 
Stoffwechselaktivität von THP-1-Zellen auf 158,5 ± 7,8 % (n = 6) und 167,8 ± 18,7 % 
(n = 6; Abb. 62A). Dies korrelierte mit einer Reduktion der LDH-Freisetzung auf 
29,2 ± 6 % (n = 6) und 43,6 ± 6,5 % (n = 6; Abb. 62B). 
Unter GD wurde die Stoffwechselaktivität auf 33,9 ± 6,7 % (n = 13) vermindert. 
STW5 der Konzentration 51,2 µg/ml hob diesen Effekt nicht nur auf, sondern führte 
zu einer Steigerung der Stoffwechselaktivität auf 173,8 ± 10,3 % (n = 6; Abb. 62A). 
Die LDH-Freisetzung wurde durch GD auf 190,9 ± 23,9 % (n = 14) gesteigert. STW5 
der Konzentration 51,2 µg/ml führte zu einer Hemmung der LDH-Freisetzung auf 
83,4 ± 30,5 % (n = 6; Abb. 62B). Bei Einsatz einer Konzentration von 512 µg/ml 
wurden keine Effekte von STW5 unter GD registriert. 
Unter OD verstärkte STW5 konzentrationsabhängig die OD-induzierte Erhöhung der 
Stoffwechselaktivität (OD: 130,5 ± 8,3 %, n = 13; STW5 51,2 µg/ml: 182 ± 22,7 %, 
n = 5; STW5 512 µg/ml: 266,8 ± 33,2 %, n = 6; Abb. 62A). Die LDH-Freisetzung 
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wurde unter OD nicht verändert. STW5 verringerte sie auf 50,8 ± 7,4 % (n = 6) und 
44,5 ± 7,6 % (n = 6; Abb. 62B). 
OGD führte zu einer verringerten Stoffwechselaktivität von 25,4 ± 5,1 % (n = 13; 
Abb. 62A). Unter diesen Bedingungen hatte STW5 keinen Einfluss auf die 
Stoffwechselaktivität. In einer Konzentration von 512 µg/ml hemmte STW5 die OGD-
induzierte LDH-Freisetzung (OGD: 214 ± 17 %, n = 14; 133,5 ± 15,2 %, n = 6; Abb. 
62B). 
 
Abb. 63: Einfluss von STW5 auf B104-Zellen unter Hypoxie 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von STW5 auf B104-Zellen in % der Kontrolle (unbehandelte 
Zellen; Mittelwerte ± SEM) nach 24 h Kultivierung unter Normbedingungen (K), 
Glucoseentzug (GD), Sauerstoffentzug (OD) und Sauerstoff- & Glucoseentzug (OGD) im 
Vergleich zu Zellen, welche ohne STW5 inkubiert wurden. Dunkelgrau: ohne STW5 
(Kontrolle); rot: STW5 51,2 µg/ml; dunkelrot: STW5 512 µg/ml; - - -: Referenzlinie für 
Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). * = signifikant vs. Normbedingungen (K) p ≤ 0,05; 
# = signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05; n = 5-16 (MTT-Test) bzw. n = 5-16 (LDH-Test). 
 
Unter Normbedingungen steigerte STW5 in beiden Konzentrationen die 
Stoffwechselaktivität von B104-Zellen auf 127,1 ± 11,9 % (n = 5) und 119 ± 8,9 % 
(n = 5; Abb. 63A). STW5 der Konzentration 51,2 µg/ml verringerte die LDH-
Freisetzung auf 75,6 ± 15,4 % (n = 5; Abb. 63B).  
Die GD-bedingte Verminderung der Stoffwechselaktivität auf 30 ± 6 % (n = 16) 
wurde nur durch STW5 in der Konzentration von 51,2 µg/ml beeinflusst. Die 
Stoffwechselaktivität stieg auf einen Wert von 129,2 ± 12 % (n = 5; Abb. 63A). Die 
LDH-Freisetzung stieg unter GD auf 340,9 ± 46,4 % (n = 16). Unter diesen 
Bedingungen hatte STW5 keinen signifikanten Einfluss auf die LDH-Freisetzung von 
B104-Zellen (Abb. 63B). 
Unter OD hatte STW5 keinen Einfluss auf die Stoffwechselaktivität oder die LDH-
Freisetzung (Abb. 63A & B). 
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OGD verringerte die Stoffwechselaktivität (22 ± 6,2 %, n = 16). STW5 führte in 
beiden Konzentrationen zu einer weiteren Verminderung der Stoffwechselaktivität 
(STW5 51,2 µg/ml: 2,1 ± 0,7 %, n = 5; STW5 512 µg/ml: 7,2 ± 3,2 %, n = 5; Abb. 
63A). Die gesteigerte LDH-Freisetzung (469,7 ± 102,7 %, n = 16) wurde durch 
STW5 nicht beeinflusst (Abb. 63B). 
 
Abb. 64: Einfluss von STW5 auf NR8383-Zellen unter Hypoxie 
Einfluss auf die Stoffwechselaktivität (A); Einfluss auf die LDH-Freisetzung (B). 
Dargestellt ist der Einfluss von STW5 auf NR8383-Zellen in % der Kontrolle (unbehandelte 
Zellen; Mittelwerte ± SEM) nach 24 h Kultivierung unter Normbedingungen (K), 
Glucoseentzug (GD), Sauerstoffentzug (OD) und Sauerstoff- & Glucoseentzug (OGD) im 
Vergleich zu Zellen, welche ohne STW5 inkubiert wurden. Dunkelgrau: ohne STW5 
(Kontrolle); rot: STW5 51,2 µg/ml; dunkelrot: STW5 512 µg/ml; - - -: Referenzlinie für 
Kontrolle (unbehandelte Zellen; 100 %). * = signifikant vs. Normbedingungen (K) p ≤ 0,05; 
# = signifikant vs. Kontrolle p ≤ 0,05; n = 3-11 (MTT-Test) bzw. n = 4-11 (LDH-Test). 
 
STW5 steigerte unter Normbedingungen in beiden Konzentrationen die 
Stoffwechselaktivität von NR8383-Zellen auf 184,6 ± 11,6 % (n = 4) und 
186,8 ± 16,4 % (n = 4; Abb. 64A). Dies korrelierte mit einer verminderten LDH-
Freisetzung auf 36,8 ± 3,1 % (n = 4) und 42 ± 8,6 % (n = 4; Abb. 64B). 
Die GD-bedingte Verringerung der Stoffwechselaktivität auf 60,3 ± 7,5 % (n = 11) 
wurde durch STW5 der Konzentration 51,2 µg/ml aufgehoben. Die 
Stoffwechselaktivität stieg auf 198,7 ± 11,4 % (n = 4; Abb. 64A). Die LDH-
Freisetzung wurde unter GD-Bedingungen durch STW5 nicht beeinflusst (Abb. 64B). 
Unter OD erhöhte STW5 die Stoffwechselaktivität konzentrationsabhängig von 
145,8 ± 17,4 % (OD, n = 11) auf 192,5 ± 16 % (n = 4) und 249,3 ± 14,3 % (n = 4; 
Abb. 64A). Die LDH-Freisetzung wurde durch STW5 auf 59,4 ± 5 % (n = 4) und 
44,7 ± 6,3 % (n = 4; Abb. 64B) vermindert. 
STW5 hatte unter OGD keinen signifikanten Einfluss auf Stoffwechselaktivität und 





Der ischämische Hirninfarkt gehört zu den häufigsten Todesursachen in 
Deutschland. Auslöser für solch einen Insult sind meist atherosklerotisch bedingte 
Wandveränderungen im Gehirn, die zu einer verminderten Durchblutung führen. Es 
kommt zu einer Minderversorgung des umliegenden Gewebes mit Sauerstoff und 
Nährstoffen. Neuronale Zellen werden besonders schnell durch diesen 
Mangelzustand geschädigt. Bisher gibt es keine befriedigende Therapiemöglichkeit 
[Dirnagl et al. 1999].  
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zellbasierte Hypoxiemodelle für ein 
Wirkstoffscreening zu etablieren und zu charakterisieren. Es wurden Makrophagen 
(Primärzellen und Zelllinien) verwendet, um eine Beteiligung an der Progression von 
Gefäßverschlüssen und damit der Ursache ischämischer Insults zu berücksichtigen. 
Neuronale Zellen (Neuroblastomzelllinien) dienten als Modell ischämiebedingter 
Schädigungen des Hirngewebes.  
Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Modelle genutzt, um zwei potentiell protektive 
Möglichkeiten zu testen. Der neu entdeckte Adeninrezeptor könnte ein möglicher 
Angriffspunkt in der Wirkstoffentwicklung sein. STW5, ein bewährtes 
Phytopharmakon, hat antiinflammatorische Eigenschaften, die zu einer protektiven 
Wirkung beitragen könnten. 
5.1 Zellbasierte Hypoxiemodelle in der Wirkstoffforschung 
5.1.1 Aktivierung humaner primärer Makrophagen durch Hypoxie 
Makrophagen reagieren unter hypoxischen Bedingungen mit einer Veränderung des 
Metabolismus [Butterick et al. 1981; Lewis et al. 1999; Burke et al. 2003].  
Die Ergebnisse des MTT-Tests zur Bestimmung der Stoffwechselaktivität 
bestätigten dies (Abb. 10A). Es konnte eine zeitabhängige Steigerung der 
Stoffwechselaktivität unter Sauerstoffentzug (OD) beobachtet werden. Verschiedene 
Ursachen werden in der Literatur diskutiert. Eine erhöhte Expression des Glutamat-
1-Transporters [Semenza 2001; Burke et al. 2003], der Pyruvatkinase [Butterick et al. 1981] und 
weiterer Enzyme der Glykolyse [Lewis et al. 1999] sowie eine verminderte Aktivität der 
Cytochromoxidase [Butterick et al. 1981], ein Schlüsselenzym der Atmungskette, sind 
beschrieben und können ihren Beitrag zur gesteigerten Stoffwechselaktivität liefern. 
Dies spricht dafür, dass sich Makrophagen an einen langfristigen Sauerstoffmangel 
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anpassen können, in dem sie verstärkt die anaerobe Glykolyse zur 
Energiegewinnung nutzen. Unter Glucoseentzug (GD) oder Sauerstoff- und 
Glucoseentzug (OGD) kam es zu einer zeitabhängigen Verminderung der 
Stoffwechselaktivität. Dies ist die Folge der Hemmung der anaeroben Glykolyse 
durch Akkumulation des Zwischenproduktes Glucose-6-phosphat [Jennings & Reimer 1991]. 
Interessanterweise führte nur eine längerfristige Inkubation (24 h und mehr) unter 
Sauerstoff- und Glucoseentzug zu einem verstärkten Zelluntergang (Abb. 10B), 
während bei kürzerer Exposition ein verminderter Zelluntergang gegenüber 
Kontrollbedingungen zu beobachten war. Dieser protektive Effekt war unter GD bzw. 
OD allein auch längerfristig nachweisbar. Rymsa und Mitarbeiter wiesen eine 
ähnliche Reaktion von Kupffer-Zellen unter Hypoxie nach [Rymsa et al. 1990]. Weitere 
Autoren zeigten, dass Makrophagen unter Hypoxie über einen längeren Zeitraum 
überleben können [Tsukamoto et al. 1996; Yun et al. 1997; Guida & Stewart 1998]. Das Oxygen-
regulated Protein 150 (OPR 150) wird dafür verantwortlich gemacht. Es wird von 
hypoxischen Makrophagen vermehrt exprimiert und unterdrückt hypoxieinduzierte 
Apoptose. Die genaue Funktion ist nicht bekannt [Tsukamoto et al. 1996; Ozawa et al. 1999]. 
 
Die Existenz von sauerstoffsensitiven Ionenkanälen und die Beeinflussung von 
Ionentransportern durch den Hypoxie-induzierbaren Faktor (HIF) [Lopez-Barneo et al. 2001] 
machten Untersuchungen zum Einfluss von Hypoxie auf elektrophysiologische 
Parameter von Makrophagen sinnvoll. Mit Hilfe der Patch Clamp-Technik wurden 
deshalb Ganzzellableitungen an hypoxischen Makrophagen durchgeführt. 
Glucoseentzug allein und die Kombination mit Sauerstoffentzug führten zu einer 
leichten Vergrößerung der Membrankapazität (Abb. 11B). Die Bildung von so 
genannten Schaumzellen könnte die Ursache hierfür sein. Schaumzellen entstehen 
aus hypoxischen Makrophagen durch Internalisierung von Low-Density-
Lipoproteinen [de Villiers & Smart 1999]. Der verringerte Membranwiderstand unter OGD-
Bedingungen (Abb. 11C) ist wahrscheinlich Ausdruck für die beginnende 
Membranpermeabilisierung [Cazin et al. 1990] und bestätigt die im LDH-Test bestimmte 
Erhöhung des Zelluntergangs.  
ATP löst über die Aktivierung von ATP-sensitiven Ionenkanälen, den 
ionotrophen P2X-Rezeptoren, einen charakteristischen Einwärtsstrom an 
Makrophagen aus. Sicher ist, dass die Subtypen P2X1, P2X4 und P2X7 an diesem 
Strom beteiligt sind [Eschke et al. 2002; Brône et al. 2007]. Wahrscheinlich spielt die Aktivierung 
des P2X7-Rezeptors die Hauptrolle. Dafür spricht eine schnelle Aktivierung und 
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Inaktivierung des Stroms [North 2002] und die Hemmung durch den P2X7-Inhibitor 
KN62, nicht aber durch den P2X1-Antagonisten NF279 [Eschke et al. 2002]. Der P2X7-
Rezeptor wird vorwiegend auf Immunzellen exprimiert und reguliert 
proinflammatorische Prozesse wie Freisetzung von Zytokinen, Zellproliferation und 
Zelluntergang [Gever et al. 2006]. Er bildet einen ATP-gesteuerten Kationenkanal und 
gleichzeitig eine Pore für Makromoleküle [Buell & Rassendren 1998]. In Stresssituationen 
wird ATP vermehrt ausgeschüttet und steuert über den P2X7-Rezeptor die 
inflammatorische Aktivität von Makrophagen [Watters et al. 2001; Di Virgilio 2007]. Nach 
Stimulation des Rezeptors werden verschiedene Mitogen-aktivierte Proteinkinasen 
(MAP-Kinasen) angeschaltet und die Produktion von Immunmediatoren, wie 
Interleukinen (IL) und reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) initiiert [Pfeiffer et al. 2007; 
Lenertz et al. 2009]. Die Prozessierung von IL-1ß und IL-18 wird durch den P2X7-Rezeptor 
induziert. Anschließend werden die Interleukine durch die Pore freigesetzt 
[Ferrari et al. 1997; Di Virgilio 2007]. Dadurch wird ein Signalweg in Gang gebracht, der zur 
Aktivierung des Inflammasoms NALP3 führt [Di Virgilio 2007; Wewers & Sarkar 2009]. Zusätzlich 
wird durch die Porenbildung die Membranpermeabilisierung beschleunigt 
[Khakh & North 2006].  
Die wichtige Rolle des P2X7-Rezeptors bei der Aktivierung von Makrophagen lässt 
die Vermutung zu, dass unter hypoxischen Bedingungen seine Expression 
gesteigert wird. In dieser Arbeit wird diese These durch erhöhte ATP-induzierte 
Einwärtsströme bestätigt. Die Stromdichte des ATP-induzierten Stromes wurde 
durch Hypoxie erhöht (Abb. 14A). Der stärkste Effekt wurde an GD-behandelten 
Zellen registriert. Das Ausmaß der Desensibilisierung wurde nicht beeinflusst (Abb. 
14B). Zudem wurde gezeigt, dass durch GD und OGD die TNF-α-Freisetzung von 
Makrophagen erheblich gesteigert wird (Abb. 15). Beide Befunde bestätigen 
Literaturangaben, dass Hypoxie, ähnlich wie bakterielles Lipopolysaccharid (LPS), 
zu einer Aktivierung von Makrophagen führt [Scannell et al. 1993; West et al. 1994; 
vanOtteren et al. 1995; White et al. 2004].  
 
5.1.2 Charakterisierung von zellbasierten Hypoxiemodellen 
Primärzellen sind nur begrenzt verfügbar und können bloß über kurze Zeiträume 
kultiviert werden. Ein weiterer Nachteil ist, dass humane primäre Makrophagen eine 
starke Heterogenität aufweisen [Passlick et al. 1989; Weber et al. 2000; Gordon & Taylor 2005; Moreno-
Altamirano et al. 2007]. Deshalb ist die Verwendung von Zelllinien für ein Screening von 
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Wirkstoffen vorteilhaft. Zelllinien sind zeitlich nahezu unbegrenzt und in gewünschter 
Anzahl kultivierbar und zeigen ausreichende Homogenität. In dieser Arbeit wurden 
verschiedene Zelllinien verwendet.  
 
Zunächst wurden die makrophagenähnlichen Zelllinien THP-1 (human) und NR8383 
(Ratte) untersucht. Sauerstoffentzug (OD) führte bei Zellen beider Zelllinien zu einer 
Erhöhung der Stoffwechselaktivität. Dieser Effekt war nach 36 Stunden nicht mehr 
nachweisbar (Abb. 16A, Abb. 22A). Auch hier kann diese Beobachtung, wie in 
Kapitel 5.1.1 beschrieben, durch Anpassung von Makrophagen an hypoxische 
Bedingungen durch anaerobe Glykolyse erklärt werden [Butterick et al. 1981; Lewis et al. 1999; 
Semenza 2001; Burke et al. 2003]. Unter Glucoseentzug oder Sauerstoff- und Glucoseentzug 
kam es zu einer zeitabhängigen Verminderung der Stoffwechselaktivität (Abb. 16A; 
Abb. 22A), begleitet von einem gesteigerten Zelluntergang (Abb. 16B, Abb. 22B). 
Der bei humanen primären Makrophagen beobachtete protektive Effekt konnte nur 
bei Makrophagen der Ratte nach 48 Stunden OD nachgewiesen werden (Abb. 22B). 
Im Gegensatz dazu kam es bei der humanen makrophagenähnlichen Zelllinie THP-1 
zu einer zeitabhängigen Steigerung des Zelluntergangs unter OD-Bedingungen 
(Abb. 16B). Verschiedene Erklärunsmöglichkeiten können für die unterschiedlichen 
Reaktionen diskutiert werden. Die Zelllinie NR8383 wurde aus Alveolarmakrophagen 
der Ratte generiert, indem die Zellen durch Kultivierung in einem konditionierten 
Medium immortalisiert wurden [Helmke et al. 1987]. Sie ist daher keine Tumorzelllinie. 
THP-1-Zellen wurden aus dem Blut eines Jungen isoliert, der an einer akuten 
myeloischen Leukämie litt [Tsuchiya et al. 1980]. Für Tumorzelllinien wurde gezeigt, dass 
unter Hypoxie der Zelluntergang gesteigert ist, trotz erhöhter Expression von 
OPR 150. Es ist aber auch bekannt, dass durch Hemmung von OPR 150 
hypoxieinduzierte zytotoxische Effekte intensiviert werden. Es ist denkbar, dass 
OPR 150 auf Tumorzelllinien protektiv wirkt, jedoch den hypoxieinduzierten 
Zelluntergang nicht in gleichem Maße effektiv und dauerhaft aufhalten kann 
[Cechowska-Pasko et al. 2005, 2006].  
Welche Art von Zelluntergang durch eine Hypoxie hervorgerufen wird, wird in der 
Literatur unterschiedlich diskutiert. Es werden sowohl Apoptose als auch Nekrose 
beschrieben [Northington et al. 2001; Steinbach  et al. 2003]. Nekrotische Veränderungen konnten 
nach starker Hypoxie im ischämischen Kerngebiet beobachtet werden. Apoptose 
wurde nach milder Hypoxie nachgewiesen [Formigli et al. 2000; Carloni et al. 2007]. Apoptose 
benötigt ATP, während Nekrose vorwiegend bei ATP-Verlust auftritt [Richter et al. 1996]. 
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Das Apoptoseprogramm kann nur bei Zellen ablaufen, die über ausreichend Energie 
verfügen, während Zellen ohne Energiereserven nekrotisch sterben. In unseren 
Untersuchungen konnte mit Hilfe der DAPI-Färbung an beiden Zelllinien keine 
Apoptose nach Hypoxie nachgewiesen werden (Abb. 17, Abb. 23). Um genaue 
Aussagen über die Art des hypoxieinduzierten Zelltuntergangs treffen zu können, 
müssen spezifischere Nachweismethoden angewendet werden. Western Blots 
können zum Nachweis der an Apoptose beteiligten Caspasen dienen oder 
durchflusszytometrische Untersuchungen an Propidiumiodid-gefärbten Zellen zur 
Bestimmung von Zellzyklusphasen bzw. apoptotischer Zellen. 
 
Hypoxieinduzierte morphologische Veränderungen zeigten nur THP-1-Zellen. Die 
36-stündige Kultivierung unter OGD-Bedingungen führte zu einer starken 
Schrumpfung der Zellen. Die Somafläche betrug nur noch etwa 11 % im Vergleich 
zu unbehandelten Zellen (Abb. 18C). Dies könnte auf den Zelluntergang 
zurückzuführen sein. Die ischämische Form der Nekrose ist durch ein Schrumpfen 
der Zellen gekennzeichnet [Lipton 1999]. Auch bei apoptotischen Zellen ist dies ein 
charakteristisches Merkmal [Majno & Joris 1995; Proskuryakov et al. 2003]. Aufgrund der 
Negativbefunde der DAPI-Färbung hinsichtlich apoptischer Zellen wird für THP-1-
Zellen ein nekrotisch-geprägter Zelluntergang angenommen. Die OGD-induzierte 
Verringerung der Somafläche von differenzierten THP-1-Zellen steht im Widerspruch 
zur beobachteten Vergrößerung der Membrankapazität primärer Makrophagen, die 
ein Maß für die Zellgröße ist. Dies ist wahrscheinlich auf die beschriebene größere 
Empfindlichkeit von Tumorzelllinien gegenüber Hypoxie zurückzuführen. 
 
Zur Darstellung der durch Ischämie verursachten Schädigung von Hirngewebe 
wurden die neuronalen Zelllinien SH-SY5Y (human) und B104 (Ratte) untersucht. 
Für neuronale Zellen war vor allem der Entzug von Glucose schädlich. Es kam unter 
GD und OGD bei beiden Zelllinien zu einer Verminderung der Stoffwechselaktivität 
(Abb. 19A, Abb. 25A), die sich hauptsächlich durch einen Zelluntergang erklärt (Abb. 
19B, Abb. 25B), der wahrscheinlich nicht apoptotisch geprägt ist (Abb. 20, Abb. 26).  
Der Zelluntergang von Neuronen wird vor allem durch den so genannten 
„Calcium-Overload“ induziert [Simon et al. 1984; Orrenius et al. 2003; Xiong et al. 2004]. Aufgrund des 
Energiemangels sind Neuronen nicht in der Lage, den Ionengradienten 
aufrechtzuerhalten. Es kommt zu einer verstärkten Erregbarkeit der Zellen, 
gekennzeichnet durch eine Depolarisation und durch eine massive Freisetzung von 
 DISKUSSION 
 127
exzitatorischen Neurotransmittern bei gleichzeitig verminderter Wiederaufnahme. 
Die Folge ist eine Akkumulation von Calciumionen in der Zelle [Dirnagl et al. 1999].  
Ein weiterer Mechanismus, der zum Calcium-Overload beiträgt, ist die Aktivierung 
von Transient-Receptor-Potential (TRP)-Kanälen [Szydlowska & Tymianski 2010]. Vor allem 
zwei Mitglieder der Melastatin-Unterfamilie (TRPM), die Kanäle TRPM2 und TRPM7, 
werden mit Zelluntergang durch Anoxie [Aarts et al. 2003], reaktive Sauerstoffspezies 
[Kaneko et al. 2006; Ishii et al. 2007] und Hirninfarkt [Nicotera & Bano 2003; Aarts & Tymianski 2005; Sun et al. 2009] 
in Verbindung gebracht. Die Subtypen TRPC3 und TRPC6 der klassischen TRPC-
Familie spielen wahrscheinlich für das Zellüberleben eine Rolle [Jia et al. 2007].  
Auch die Freisetzung von Calcium aus intrazellulären Speichern ist ein möglicher 
Mechanismus, da die Entleerung von Calciumionen aus dem Endoplasmatischem 
Retikulum (ER) mit ischämiebedingten Schäden von Neuronen assoziiert ist 
[Paschen & Doutheil 1999; Pisani et al. 2000; Chen et al. 2008].  
Durch den Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration kommt es zu einem 
Einstrom von Calciumionen in die Mitochondrien. Das mitochondriale Potential 
depolarisiert. Infolgedessen wird die ATP-Synthese reduziert. Gleichzeitig 
verbrauchen die Zellen einen großen Teil des ATP für das Aufrechterhalten der 
Calciumpumpen, um das überschüssige Calcium aus dem Plasma zu entfernen 
[Gunter & Pfeiffer 1990; Loew et al. 1994; Schinder et al. 1996]. Die andauernde Akkumulation von 
intramitochondrialem Calcium, die daraus resultierende verminderte ATP-Synthese 
und der gleichzeitige Anstieg des ATP-Verbrauchs werden als Hauptursache für den 
Zelluntergang angesehen [Schinder et al. 1996]. Zusätzlich kann die calciumvermittelte 
Störung der Atmungskette in eine exzessive Produktion von reaktiven 
Sauerstoffspezies münden, die ebenfalls neurotoxisch wirken [Antonsson et al. 1997].  
Die Folge von hohen Calciumkonzentrationen ist die dauerhafte Aktivierung von 
Proteasen, Lipasen, Phosphatasen und Endonukleasen. Durch die genannten 
Enzyme werden die Zellstrukturen geschädigt und damit der Zelluntergang 
eingeleitet [Orrenius et al. 2003; Arundine et al. 2004; Szydlowska & Tymianski 2010].  
 
Ein Hirninfarkt führt im umliegenden Gewebe zur Neurodegeneration, welche sich im 
Verlust von Synapsen und Verzweigungen äußert. Die elektrische 
Signalübertragung wird beeinträchtigt [Dirnagl et al. 1999; Brown & Murphy 2008]. Der Rückgang 
der synaptischen Vernetzung wurde während der initialen ischämischen Episode 
(innerhalb der ersten Stunden) nach einem Hirninfarkt beobachtet, während im 
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darauf folgenden Zeitraum eine gewisse Regeneration der Hirnstrukturen eintrat 
[Zhang, Boyd et al. 2005; Zhang, Zhang et al. 2005; Brown et al. 2007; Zhang & Murphy 2007; Li & Murphy 2008]. 
Morphologische Studien im Rahmen der vorliegenden Arbeit ergaben eine 
Verlängerung der Neuriten der neuronalen Zelllinien SH-SY5Y und B104 nach 36-
stündiger OGD (Abb. 21E, Abb. 27E). Ein vergleichbarer Effekt wurde in anderen 
Modellen beobachtet [Gonzalez & Kolb 2003; Hartle et al. 2010]. Bei SH-SY5Y-Zellen trat unter 
OGD zusätzlich eine Zunahme der Verzweigungen auf (Abb. 21F).  
Es ist bekannt, dass Gewebe in Infarktnähe Tage bis Wochen nach einem Insult 
neuronaler Plastizität unterliegt [Witte 1998]. Die ursächlichen Mechanismen sind bisher 
ungeklärt. Eine Möglichkeit ist die Verlängerung der Dornfortsätze [Brown et al. 2008]. 
Auch die Expression von wachstumsfördernden und -hemmenden Faktoren wird in 
diesem Bereich signifikant verändert. Diese Prozesse sind essentiell für Vernetzung, 
Angiogenese und Neurogenese [Cornelli et al. 1993; Stroemer et al. 1995; Carmichael 2006; 
Murphy & Corbett 2009]. Sie sind beteiligt an Axonenwachstum sowie an der Entwicklung 
von Dendriten und ihrer Dornfortsätze [Jones & Schallert 1994; Carmichael & Chesselet 2002; 
Dancause et al. 2005; Brown et al. 2007, 2009; Murphy & Corbett 2009]. Einige Wochen nach einem fokalen 
Infarkt tritt eine erhöhte Synaptogenese in der Penumbra auf. Marker für 
Axonenwachstum und neue intrakortikale Projektionen wurden ebenfalls 
nachgewiesen [Stroemer et al. 1995; Dancause et al. 2005; Ito et al. 2006]. Es gibt weiterhin Hinweise, 
dass das für die Gefäßbildung verantwortliche genetische Programm Einfluss auf 
Entwicklung und Wachstum von Neuriten hat [Carmeliet & Tessier-Lavigne 2005].  
 
Die in dieser Arbeit verwendeten makrophagenähnlichen und neuronalen Zelllinien 
weisen unter hypoxischen Bedingungen charakteristische Veränderungen von 
Stoffwechselaktivität, Zelluntergang und Morphologie auf. Die beobachteten Effekte 
sind mit den in der Literatur beschriebenen hypoxieinduzierten Veränderungen von 
Makrophagen und Neuronen vergleichbar. Damit stehen geeignete Modelle für die 




5.2 Der Adeninrezeptor – Ein neues Target für die 
Wirkstoffentwicklung 
2002 wurde der Adeninrezeptor, ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, erstmals von 
Bender und Mitarbeitern aus der cDNA eines Rattenhirns kloniert [Bender et al. 2002]. Der 
Adeninrezeptor ist der erste Vertreter einer neuer Klasse von Purinrezeptoren, den 
P0-Rezeptoren [Gorzalka et al. 2005].  
Die Expression des Rezeptors wurde bisher in Gewebeproben von Ratte und Maus 
untersucht und bestätigt [Bender et al. 2002; Gorzalka et al. 2005; van Kügelgen et al. 2008]. Die native 
Expression des Rezeptors wurde bisher nur an einer Zelllinie, der Hybridomzelllinie 
NG108-15, gezeigt [Gorzalka et al. 2005]. Das Vorhandensein einer humanen Variante ist 
umstritten. Einerseits deuten Radioligandbindungsstudien an einer humanen 
Astrozytomazelllinie auf das Vorkommen hin [Gorzalka et al. 2005]. Anhand eines 
Vergleichs von Aminosäuresequenzen wurde allerdings bisher ein Vorkommen 
dieses Rezeptors beim Menschen ausgeschlossen [Bender et al. 2002]. Aus diesen 
Gründen sollte in dieser Arbeit erstmals der Nachweis für die native Expression des 
Adeninrezeptors an zentralen und peripheren Zellkulturen von Ratte und Mensch 
erbracht werden.  
Adenin zeigte in in vitro-Untersuchungen trophotrope und neuroprotektive Effekte 
auf Purkinje-Zellen der Ratte [Watanabe et al. 2003; Yoshimi et al. 2003]. Deshalb wurde der 
Einfluss von Adenin auf Stoffwechselaktivität und Zelluntergang an den neuronalen 
Zelllinien B104 (Ratte) und SH-SY5Y (human) sowie den makrophagenähnlichen 
Zelllinien NR8383 (Ratte) und THP-1 (human) untersucht.  
 
5.2.1 Nachweis des Adeninrezeptors 
Die Expression eines Rezeptors kann molekularbiologisch, auf Proteinebene oder 
pharmakologisch nachgewiesen werden. Um die Genexpression untersuchen zu 
können, ist die Kenntnis der Basensequenz des kodierenden Bereichs unerlässlich. 
Für den Nachweis des Proteins bedarf es geeigneter Antikörper. Pharmakologisch 
zeigt man rezeptorvermittelte Wirkungen durch Konzentrationsabhängigkeit und 
Blockierung des Effektes durch Antagonisten. In dieser Arbeit wurde der 
Adeninrezeptor an Zelllinien der Ratte durch Analyse der Genexpression und 
pharmakologische Untersuchungen nachgewiesen. Weil die Sequenz eines 
möglichen humanen Adeninrezeptors bisher nicht entdeckt wurde, konnte sein 
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Vorkommen an den humanen Zelllinien lediglich pharmakologisch geprüft werden. 
Der pharmakologische Nachweis des Adeninrezeptors erfolgte durch Nutzung von 
Adenin als Rezeptoragonist und der Substanz PSB-08162, die als 
Rezeptorantagonist beschrieben wurde [persönliche Mitteilung von Prof. Müller, Bonn]. Bisher 
wurden keine Antikörper für den Adeninrezeptor entwickelt. Deshalb entfiel der 
Nachweis des Rezeptorproteins. 
 
Expressionsanalysen mit verschiedenen Gewebepräparaten der Ratte ergaben eine 
hohe Expression der Adeninrezeptor-mRNA in Neuronen der Spinalganglien sowie 
eine moderate Expression in Kortex, Hypothalamus und peripheren Blutleukozyten 
[Bender et al. 2002]. Dadurch wird eine Beteiligung des Rezeptors an der 
Signalübertragung im Zentalnervensystem (ZNS) und bei immunmodulatorischen 
Prozessen wahrscheinlich. Die Beteiligung des Adeninrezeptors an nozizeptiven 
Prozessen [Bender et al. 2002] wurde durch eine in vivo-Studie an Ratten in einem Modell 
zur Schmerzübertragung bestätigt. Es konnte eine Wirkung von spinalappliziertem 
Adenin auf elektrisch stimulierte Neuronen des Rückenmarks nachgewiesen 
werden. Die Autoren postulierten einen pro-nozizeptiven Effekt während der 
sensorischen Transmission [Matthews & Dickenson 2004]. Sichardt konnte in 
elektrophysiologischen Untersuchungen an Hirnschnitten von Ratten eine 
hemmende Wirkung des Adeninrezeptors auf die synaptische Transmission zeigen 
[Sichardt 2008]. An Zelllinien wurden nur Experimente durchgeführt, um die Wirkung des 
Rezeptors auf die cAMP-Produktion zu untersuchen bzw. die Kopplung an ein 
inhibitorisches G-Protein nachzuweisen [Bender et al. 2002; Gorzalka et al. 2005].  
Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch nested RT-PCR in einer neuronalen (B104) 
und einer makrophagenähnlichen (NR8383) Zelllinie der Ratte die mRNA des 
Rezeptors detektiert werden (Abb. 28, Abb. 37). Damit standen zwei zellbasierte 
Modelle für Untersuchungen zur Funktion des Adeninrezeptors im Gehirn und an 
Makrophagen zur Verfügung.  
 
An diesen Zelllinien wurde die Wirkung einer 12-stündigen und einer 
Langzeitinkubation (36 Stunden) der Adeninrezeptorliganden Adenin und 
PSB-08162 untersucht (Abb. 29, Abb. 38). Dass die Substanz PSB-08162 ein 
Ligand am Adeninrezeptor ist, ergaben Bindungsstudien (PSB-08162 vs. 
[3H]-Adenin) an Membranpräparaten des Rattenkortex. Es wurde ein Ki-Wert von 
0,292 ± 0,0056 µM ermittelt. Die Charakterisierung als Antagonist erfolgte mit Hilfe 
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der Bestimmung von Isoproterenol-stimulierter cAMP-Akkumulation in stabil mit dem 
Adeninrezeptor der Ratte transfizierten 1321N1-Zellen. PSB-08162 konnte die 
Adenin-vermittelte Inhibition der cAMP-Produktion antagonisieren [persönliche Mitteilung von 
Prof. Müller, Bonn].  
Der Einfluss von Adenin auf Stoffwechselaktivität und Zelluntergang war 
konzentrations- und zeitabhängig. Geringere Konzentrationen (10 µM, 100 µM) und 
eine kurze Exposition wirkten protektiv, hohe Konzentrationen (500 µM, 1 mM) oder 
eine lange Inkubation wirkten zellschädigend. Adenin scheint vor allem Prozesse zur 
Regulation des Zelluntergangs zu beeinflussen. Es konnten keine nennenswerten 
Unterschiede der Adeninwirkung zwischen beiden Zelltypen festgestellt werden.  
Bemerkenswert ist, dass PSB-08162 eine Eigenwirkung zeigte. In den vorliegenden 
Untersuchungen hatte PSB-08162 einen protektiven Effekt an beiden Zelltypen, 
vergleichbar mit der Wirkung von Adenin. Dies war in einer Verminderung des 
Zelluntergangs erkennbar. Es scheint, dass PSB-08162 in unseren Untersuchungen 
an den Zelllinien der Ratte agonistische Eigenschaften hat. Dafür spricht auch die 
additive Wirkung der beiden Liganden auf die Stoffwechselaktivität von B104-Zellen 
nach 36 Stunden Koinkubation (Abb. 29C). In Gegenwart von Adenin (500 µM) hatte 
PSB-08162 keinen Einfluss auf den Zelluntergang beider Zelltypen (Abb. 29D, Abb. 
38D).  
Das Vorhandensein verschiedener Subtypen des Adeninrezeptors wäre eine 
mögliche Erklärung für die Befunde. Es ist bisher nur ein Adeninrezeptor der Ratte 
bekannt. Mit diesem wurde auch die Zelllinie transfiziert, an der die 
Charakterisierung als Antagonist erfolgte. Für die Maus wurde bereits aufgrund von 
mRNA-Expressionsanalysen die Existenz eines zweiten Subtyps postuliert 
[von Kügelgen et al. 2008]. Denkbar wäre, dass auch bei den Adeninrezeptoren die 
Hemmung des einen Subtyps zu einer ähnlichen Wirkung führt, wie sie die 
Aktivierung eines anderen hervorruft. Ähnliches wurde für die Adenosinrezeptoren 
A2A und A2B beschrieben. Antagonisten am Subtyp A2B wirken antiinflammatorisch 
und haben damit protektive Effekte, die mit denen von A2A-Agonisten vergleichbar 
sind [Warstat 2004; Michael 2008; Michael et al. 2010]. Damit ließe sich erklären, dass in unserem 
Modell der Agonist Adenin und die als Antagonist beschriebene Substanz 
PSB-08162 ähnliche Wirkungen zeigten. 
Durch die beschriebenen Effekte der Adeninrezeptorliganden wird das Vorkommen 
des Adeninrezeptors an den Zelllinien B104 und NR8383 bestätigt. 
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Ein Beweis für die Existenz einer humanen Variante des Adeninrezeptors wurde 
bisher noch nicht erbracht. Da momentan die Sequenz nicht bekannt ist, ist ein 
molekularbiologischer Nachweis an humanen Zellkulturen nicht möglich. Deshalb 
wurde in Analogie zu den Untersuchungen an Zelllinien der Ratte an der neuronalen 
Zelllinie SH-SY5Y und an der zu Makrophagen differenzierten Zelllinie THP-1 der 
pharmakologische Nachweis des Rezeptors geführt. 
Adenin zeigte in Abhängigkeit des Zelltyps gegensätzliche Effekte auf 
Stoffwechselaktivität und Zelluntergang (Abb. 43, Abb. 51). Die Stoffwechselaktivität 
neuronaler Zellen wurde durch Adenin nicht beeinflusst, der Zelluntergang 
konzentrationsabhängig gesteigert. Dagegen führte Adenin an Makrophagen zu 
einer konzentrationsabhängigen Steigerung der Stoffwechselaktivität. Der 
Zelluntergang wurde nicht beeinflusst. Bei beiden Zelllinien wurde in Gegenwart der 
Substanz PSB-08162 die Stoffwechselaktivität verringert und der Zelluntergang 
verstärkt. PSB-08162 antagonisierte in diesem Fall die Wirkung von Adenin. Damit 
wurde erstmals die Existenz einer humanen Variante des Adeninrezeptors 
pharmakologisch bestätigt. Das Vorkommen des Rezeptors im humanen System 
kann jedoch erst durch den Nachweis der mRNA und seines Proteins eindeutig 
bewiesen werden.  
Auch an humanen Zelllinien hatte PSB-08162 eine Eigenwirkung. PSB-08162 
vermittelte an beiden Zelltypen zellschädigende Effekte, erkennbar an einer 
verminderten Stoffwechselaktivität bei gleichzeitiger Steigerung des Zelluntergangs 
(Abb. 43, Abb. 51).  
Die Besetzung des Adeninrezeptors scheint zytotoxische Effekte zu haben. 
Voraussetzung für diese Annahme ist, dass endogenes Adenin notwendig für die 
Aufrechterhaltung der Zellintegrität ist. Unterstützt wird diese Annahme, dass eine 
Erhöhung der extrazellulären Adeninkonzentration zu einer Steigerung der 
Stoffwechselaktivität von THP-1-Zellen führte. Eine weitere Möglichkeit wäre, dass 
PSB-08162 in der untersuchten Konzentration als inverser Agonist wirkt. Für eine 
Vielzahl von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren wurde beschrieben, dass sie eine 
konstitutive Aktivität aufweisen, das heißt aktiv in Abwesenheit eines Agonisten sind. 
Die Spontanaktivität dieser Rezeptoren kann durch so genannte inverse Agonisten 
herabgesetzt werden [de Ligt et al. 2000; Soudijn et al. 2005]. Diese Erkenntnis führte zu einer 
Neubewertung vieler bisher als Antagonisten bekannter Substanzen. So wurde zum 
Beispiel für die klassischen A1-Rezeptor-Antagonisten DPCPX, WRC-0571 und 
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CGS-15943 [Shryock et al. 1998] sowie die A3-Rezeptor-Antagonisten PSB-10 und PSB-11 
ein partieller inverser Agonismus beschrieben [Saki et al. 2002; Ozola et al. 2003].  
Die Ergebnisse lassen darauf schließen, dass eine tonische Freisetzung von Adenin 
durch Aktivierung von Adeninrezeptoren Stoffwechselaktivität und 
Zelluntergangsmechanismen der untersuchten Zelllinien beeinflusst. Durch 
Liganden kann die rezeptorvermittelte Wirkung endogenen Adenins moduliert 
werden.  
 
5.2.2 Die Wirkung von Adeninrezeptorliganden unter Hypoxie 
Wie von Sichardt postuliert wurde, hemmt Adenin die Glutamatfreisetzung und 
vermindert die exzitatorische synaptische Transmission [Sichardt 2008]. Unter 
ischämischen Zuständen ist die Glutamatfreisetzung erhöht und führt durch 
Exzitotoxiztät zum Zelluntergang [Ozawa et al. 1998]. Adenin könnte demnach über eine 
Hemmung der Glutamatfreisetzung protektiv auf hypoxische neuronale Zellen 
wirken. Deshalb wurde der Einfluss von Adenin auf Stoffwechselaktivität und 
Zelluntergang an den in dieser Arbeit etablierten Hypoxiemodellen untersucht.  
 
Adenin und PSB-08162 zeigten an neuronalen oder makrophagenähnlichen 
Zelllinien von Ratte und Mensch unter Sauerstoffentzug vergleichbare Wirkungen 
wie unter Normbedingungen (Abb. 31, Abb. 40, Abb. 46, Abb. 53). 
 
Unter Glucoseentzug und Sauerstoff- und Glucoseentzug zeigte Adenin an den 
untersuchten Zelllinien der Ratte keine Wirkung. PSB-08162 wirkte protektiv. Dies 
äußerte sich in einer Hemmung des OGD-induzierten Zelluntergangs (Abb. 32, Abb. 
41). OGD führte demnach dazu, dass eine Erhöhung der extrazellulären 
Adeninkonzentration keinen Effekt mehr zeigte, jedoch die Besetzung des 
Rezeptors durch PSB-08162 vor Zelluntergang schützte.  
Die Genexpression verschiedener Rezeptoren ändert sich durch Hypoxie und 
könnte eine Ursache für die unterschiedlichen Effekte der Adeninrezeptorliganden 
unter physiologischen Bedingungen im Vergleich zu hypoxischen Bedingungen 
erklären. Für den Adenosin-A1-Rezeptor ist eine Hochregulation der mRNA unter 
hypoxischen Bedingungen beschrieben, wobei in erster Linie der Glucoseentzug 
dafür verantwortlich gemacht wird [Siniscalchi et al. 1999; Rufke 2008]. Ähnliches könnte auch 
für den Adeninrezeptor zutreffen, denn in dieser Arbeit wurde an beiden Zelllinien 
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der Ratte eine Zunahme der Adeninrezeptor-mRNA unter Sauerstoff- und 
Glucoseentzug nachgewiesen (Abb. 33, Abb. 42). 
Obwohl die Genexpression des Adeninrezeptors verstärkt wurde, zeigte Adenin 
unter OGD keine Wirkung. Eine Abnahme der endogenen Adeninkonzentration, 
aufgrund der Oxidation durch reaktive Sauerstoffspezies, könnte die Ursache sein 
[Cohn et al. 2010].  
Eine andere Erklärung für die beobachteten Effekte liegt in der Regulation des 
Adeninrezeptors selbst. Der A1-Rezeptor soll erneut als Beispiel dienen. In der 
Literatur wird eine Abnahme der Rezeptorfunktion trotz gesteigerter Genexpression 
unter hypoxischen Bedingungen beschrieben, welche durch eine Desensibilisierung 
des A1-Rezeptors erklärt wird [Frenguelli et al. 2003; Coelho et al. 2006; Rufke 2008]. Es wäre 
denkbar, dass OGD auch eine Desensibilisierung des Adeninrezeptors hervorruft. 
Da PSB-08162 unter diesen Bedingungen weiterhin seine Wirkung zeigt, kommt vor 
allem die homologe Form der Desensibilisierung für den Adeninrezeptor in Frage. 
Bei dieser Art werden ausschließlich agonistbesetzte Rezeptoren durch so genannte 
GPCR-Kinasen phosphoryliert [Benovic et al. 1985; Pitcher et al. 1992, 1998; Fredericks et al. 1996; 
Freedman & Lefkowitz 1996], was eine Bindung von inhibitorischen Proteinen, den ß-
Arrestinen, nach sich zieht [Lohse et al. 1990; Smith et al. 1994]. Auf diese Weise verliert der 
Rezeptor seine Fähigkeit, mit seinem G-Protein zu interagieren.  
 
An humanen Zelllinien verstärkte Adenin den OGD-induzierten Zelluntergang an 
SH-SY5Y-Zellen (Abb. 47). An der Makrophagenzelllinie THP-1 hatte PSB-08162 
einen toxischen Effekt (Abb. 54). Es scheinen demnach speziesabhängige 
Unterschiede in der Adeninrezeptorfunktion zu existieren. Bisher konnte durch 
Vergleiche von Aminosäuresequenzen kein humanes Ortholog des Adeninrezeptors 
identifiziert werden [Bender et al. 2002]. Es ist aufgrund unserer Untersuchungen 
wahrscheinlich, dass ein Adeninrezeptor im humanen System existiert. Wie in 
Kapitel 5.2.1 diskutiert, scheint das Vorhandensein von bisher unentdeckten 
Subtypen des Adeninrezeptors eine Erklärung für die beobachteten Wirkungen der 
Adeninrezeptorliganden zu sein. Von Kügelgen und Mitarbeiter gehen ebenfalls 
davon aus, dass der im Mausgehirn nachgewiesene Adeninrezeptor kein 
Spezieshomolog des Rattenadeninrezeptors ist, sondern einen Subtyp repräsentiert 
[von Kügelgen et al. 2008], weil dessen Aminosäuresequenz in großen Teilen von der des 
bei der Ratte identifizierten Rezeptors abweicht [Bender et al. 2002]. Es ist durchaus 
möglich, dass in den untersuchten humanen Zelllinien andere Subtypen des 
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Rezeptors als in den Zelllinien der Ratte exprimiert werden und dadurch die 
unterschiedlichen Effekte zustande kommen.  
 
Aus den Ergebnissen lässt sich ableiten, dass Adenin unter hypoxischen 
Bedingungen an den untersuchten Zelllinien über seinen Rezeptor, ähnlich wie ATP 
über den P2X7-Rezeptor [Perregaux & Gabel 1994; Martinon et al. 2002; Meylan et al. 2006], als eine Art 
endogenes Gefahrsignal in Regulationsmechanismen zur Einleitung des 
Zelluntergangs involviert ist.  
Adenin wirkte in den vorgestellten Untersuchungen nicht protektiv. Im Rahmen einer 
pharmakologischen Therapie zur Begrenzung ischämieinduzierter 
Gewebeschädigungen scheint demnach der Einsatz eines 
Adeninrezeptorantagonisten mit invers-agonistischen Eigenschaften sinnvoll. Diese 
Aussagen sind theoretischer Natur. Zur Bestätigung der aufgestellten Hypothesen 
sind weiterführende Arbeiten nötig.  
 
5.2.3 Interaktion von Adenin- und Adenosin-A1-Rezeptor 
Aus elektrophysiologischen Untersuchungen an Hirnschnitten der Ratte ist eine 
Interaktion des Adenin- mit dem Adenosin-A1-Rezeptor bekannt. Die Inkubation mit 
Adenin hemmt den akuten A1-vermittelten Effekt auf die synaptische Transmission. 
Die Auswirkung der Interaktion ist von der eingesetzten Konzentration des A1-
Agonisten N6-Cyclopentyladenosin (CPA) abhängig. Die gemeinsame Applikation 
beider Agonisten hatte einen non-additiven Effekt auf die Hemmung der 
synaptischen Transmission. Die Aktivierung von Adeninrezeptoren führt demnach 
zur Modulation von A1-vermittelten Effekten. Es wurde postuliert, dass sich Adenin- 
und A1-Rezeptor ein gemeinsames G-Protein teilen und darüber die Interaktion der 
beiden Rezeptoren stattfindet [Sichardt 2008]. 
 
An den hier verwendeten Zelllinien war die mRNA des A1-Rezeptors vorhanden 
(Abb. 34, Abb. 48, Abb. 55), mit Ausnahme der makrophagenähnlichen Zelllinie der 
Ratte NR8383. Unsere Untersuchungen bestätigen Literaturbefunde, in denen das 
Vorkommen des A1-Rezeptors an SH-SY5Y-Zellen beschrieben wurde [Salim et al. 2000; 
Canals et al. 2005]. Für THP-1-Zellen und B104-Zellen war über die Expression des 
Rezeptors bisher nichts bekannt, jedoch wurde mehrfach das Vorhandensein des 
A1-Rezeptors auf Monozyten und Makrophagen [Yasui et al. 2009; Gessi et al. 2010] sowie 
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Hirnzellen [Ochiishi et al. 1999a, 1999b; Othman et al. 2003; Rebola et al. 2005; Bauer et al. 2005; Synowitz et al. 2006] 
beschrieben.  
 
CPA steigerte die Stoffwechselaktivität der neuronalen Zelllinie der Ratte B104. 
Dieser Effekt wurde durch gleichzeitige Aktivierung des Adeninrezeptors 
aufgehoben, vergleichbar mit der Wirkung des A1-Rezeptorantagonisten DPCPX 
(Abb. 35). Aufgrund dieser Ergebnisse wird eine Interaktion der beiden Rezeptoren 
postuliert.  
An den humanen neuronalen SH-SY5Y-Zellen interagierten Adenin- und A1-
Rezeptor ebenfalls. Der Einfluss auf Stoffwechselaktivität und Zelluntergang war 
zeitabhängig. So zeigten nach 12 Stunden Adenin und CPA allein keine Wirkung, 
die gleichzeitige Aktivierung beider Rezeptoren führte hingegen zu einem erhöhten 
Zelluntergang. Dieser zellschädigende Effekt der Interaktion war wiederum 
vergleichbar mit dem Einfluss einer Blockierung des A1-Rezeptors durch DPCPX. 
Eine längerfristige gleichzeitige Aktivierung beider Rezeptoren wirkte dagegen 
protektiv - erkennbar in einer erhöhten Stoffwechselaktivität und einem verringerten 
Zelluntergang (Abb. 49). Die Zeitabhängigkeit könnte mit der für den A1-Rezeptor 
beschriebenen Effekt-Inversion erklärt werden. Die Effekt-Inversion bezeichnet die 
mehrfach beobachtete zytotoxische Wirkung einer Langzeitinkubation von CPA. 
Kurzfristig wirkt CPA aber protektiv [Georgiev et al. 1993; von Lubitz et al. 1994; Jacobson et al. 1996; 
Lee & Emala 2002; Wardas 2002; Fredholm et al. 2005; Rufke 2008]. Die Hemmung der CPA-vermittelten 
Wirkung durch Stimulation des Adeninrezeptors würde demnach toxisch wirken. Bei 
einer Langzeitinkubation würde jedoch die gleichzeitige Aktivierung des 
Adeninrezeptors zu einer Hemmung der CPA-induzierten Zytotoxizität führen. Dies 
bestätigte sich in den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit. 
 
Unter hypoxischen Bedingungen konnte lediglich an neuronalen Zellen der Ratte ein 
Einfluss der Interaktion zwischen Adenin- und A1-Rezeptor auf OGD-induzierte 
Veränderungen von Stoffwechselaktivität und Zelluntergang nachgewiesen werden. 
Die gleichzeitige Aktivierung beider Rezeptoren verstärkte die zellschädigenden 
Effekte von Sauerstoff- und Glucoseentzug, ähnlich der beobachteten Wirkung der 
Inhibierung des A1-Rezeptors durch DPCPX (Abb. 36). Die Desensibilisierung des 
A1-Rezeptors unter hypoxischen Bedingungen könnte eine Erklärung dafür sein, 
dass an SH-SY5Y-Zellen keine Interaktion unter Hypoxie nachgewiesen wurde 
[Frenguelli et al. 2003; Coelho et al. 2006; Rufke 2008]. 
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5.3 Neue Einsatzmöglichkeiten des bewährten 
Phytopharmakons STW5 
Neben der Option, mit Wirkstoffen spezifisch einzelne Zielstrukturen wie Rezeptoren 
oder Enzyme zu beeinflussen, gibt es das Prinzip der Multi-Target-Therapie, 
welches für Phytopharmaka gilt. Der Vorteil liegt in der meist niedrigeren Dosierung 
der Einzelkomponenten im Vergleich zur nötigen Dosis bei Einsatz der 
Monopräparate. Daraus ergibt sich eine bessere Verträglichkeit mit häufig deutlich 
reduzierten Nebenwirkungen [Wagner 2006]. Im letzten Teil der Arbeit sollte bestätigt 
werden, dass die etablierten Modelle auch zur Testung solcher Therapieansätze 
angewendet werden können. Als Beispiel wurde das Phytopharmakon STW5 
(Iberogast) gewählt. 
 
STW5 ist ein pflanzliches Mehrkomponentengemisch (Tab. 6) und wird zur 
Behandlung gastrointestinaler Beschwerden angewendet. 
 
Tab. 6: Zusammensetzung von STW5 









Kamille Matricaria recutita Asteraceae Blüten 20 
Schöllkraut Chelidonium majus Papaveraceae Kraut 10 
Süßholz Glycyrrhiza glabra Fabaceae Wurzel 10 
Echter 
Engelwurz 
Angelica archangelica Apiceae Wurzel 10 
Kümmel Carum carvi Apiceae Früchte 10 
Mariendistel Silybum marianum Asteraceae Früchte 10 
Melisse Melissa officinalis Lamiceae Blätter 10 
Pfefferminze Mentha x Piperitae Lamiceae Blätter 5 
 
Das Wirkspektrum umfasst tonisierende, prokinetische, spasmolytische, 
antisekretorische, antiinflammatorische, antioxidative und radikalbindende Effekte 
[Okpanyi et al. 1993; Hohenester et al. 2004; Storr et al. 2004; Schemann et al. 2006; Sibaev et al. 2006; 
Wegener & Wagner 2006]. Die Kombination der unterschiedlichen Komponenten von STW5 
führt zu einer additiven Wirkung [Wegener & Wagner 2006]. Da die einzelnen Komponenten 
unterschiedliche Wirkmechanismen haben, ergibt sich die beschriebene 
Wirkungsvielfalt. Die Beteiligung von 5-HT3- und 5-HT4-Rezeptoren [Simmen et al. 2006] 
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sowie von den Adenosinrezeptoren A1 und A2A [Michael 2008] an der Wirkung wurde 
durch Bindungsstudien nachgewiesen. Aufgrund der vielfältigen Eigenschaften des 
Phytopharmakons wird nach neuen Indikationsgebieten gesucht.  
 
5.3.1 Grundlagen der antiinflammatorischen Wirkung von STW5 
Die traditionell anerkannte antiinflammatorische Wirkung von STW5 führte zur 
Überlegung, ob ein weiteres Einsatzgebiet in der Behandlung chronisch 
entzündlicher Darmerkrankungen (CED) zu suchen ist.  
Die antientzündlichen Eigenschaften konnten in einigen in vitro- und in  vivo-
Modellen bestätigt werden. In vivo reduzierte STW5 Indomethacin-induzierte 
Magenulcera. Die Sekretion von Magensäure und die Freisetzung von Leukotrienen 
wurden gehemmt. Die Freisetzung von Prostaglandin E2- (PGE2-) und Mucin wurde 
gesteigert [Khayyal et al. 2006]. Im Modell der 2,4,6-Trinitrobenzoesulfonsäure (TNBS)-
induzierten Colitis der Ratte hemmte STW5 die Entstehung einer Entzündung durch 
Hemmung der Freisetzung von Entzündungsmediatoren [Abdel-Aziz et al. 2007] und 
antagonisierte die durch die Entzündung hervorgerufene Motilitätsstörung des 
Dünndarms [Nieber et al. 2008; Michael et al. 2009]. STW5 verminderte am entzündeten Darm 
der Ratte die Schädigung der Mucosa. Es führte zu einer Steigerung der mRNA-
Konzentration des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 und reduzierte die 
Genexpression des proinflammatorischen Zytokins Tumornekrosefaktor alpha (TNF-
α). An aktivierten Monozyten hemmte STW5 die LPS-induzierte TNFα-Freisetzung 
signifikant [Michael et al. 2009].  
Die zugrunde liegenden Mechanismen der Hemmung einer TNF-α-Freisetzung 
durch STW5 sind bisher nicht untersucht. In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Patch 
Clamp-Technik der Einfluss von STW5 auf verschiedene Membranparameter LPS-
aktivierter humaner primärer Makrophagen untersucht, um mögliche 
Wirkmechanismen aufzuklären. 
 
Die Inkubation mit LPS führte zu einer deutlichen Veränderung der 
spannungsinduzierten Ströme von humanen primären Makrophagen. 
Einwärtsströme wurden tendentiell, Auswärstströme signifikant verstärkt (Abb. 60). 
Gerth und Mitarbeiter zeigten dies bereits in früheren Untersuchungen und führten 
diesen Effekt auf Kaliumströme zurück [Gerth et al. 2005]. Bekannt ist, dass Kaliumkanäle 
an der Ausbildung und Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials sowie der 
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Aktivierung und Proliferation von Makrophagen beteiligt sind [Cahalan et al. 2001]. 
Auswärtsgerichtete Kaliumströme werden induziert [Vicente et al. 2003]. Makrophagen 
exprimieren die spannungsabhängigen Kaliumkanäle (Kv) Kv1.3 und Kv1.5. Der 
Kv1.3 bestimmt das Ausmaß der Aktivierung [Vicente et al. 2003, 2006; Villalonga et al. 2007]. Die in 
dieser Arbeit beobachtete Erhöhung der Membrankapazität durch LPS (Abb. 59) ist 
ein weiteres Indiz für die Beteiligung der Kv-Kanäle an den LPS-induzierten 
Signalwegen. Dieser Effekt ist möglicherweise auf eine erhöhte Zellproliferation 
zurückzuführen, welche durch eine verstärkte Expression der Kv-Kanäle nach LPS-
Inkubation induziert wird [Vicente et al. 2006].  
Wahrscheinlich ist auch die Beteiligung von so genannten „big conductance“ (BK)-
Kaliumkanälen an der LPS-induzierten Erhöhung der Auswärstströme. BK-
Kaliumkanäle besitzen eine hohe Leitfähigkeit und werden durch 
Membrandepolarisation sowie Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration 
aktiviert [Bringmann et al. 1998]. Sie dienen dem Schutz der Zellen vor zu starken 
Depolarisationen [Musset 2004]. Blunck und Mitarbeiter zeigten, dass sich die 
Öffnungswahrscheinlichkeit dieser Kanäle durch LPS erhöht [Blunck et al. 2001].  
STW5 konnte die durch LPS-Inkubation stark erhöhten Auswärtsströme 
antagonisieren (Abb. 60). Welcher Mechanismus dieser Wirkung zugrunde liegt, ist 
ungeklärt. Denkbar wäre ein Antagonismus am CD14-Rezeptor bzw. Toll-Like-
Rezeptor 4, der durch LPS aktiviert wird. 
 
Die Blockierung von erhöhten Kaliumströmen aktivierter Makrophagen ist ein 
Mechanismus, der den antiinflammatorischen Effekten des Phytopharmakons STW5 
zugrunde liegt. Damit wurde ein neuer Wirkmechanismus von STW5 beschrieben. 
 
5.3.2 Die Wirkung von STW5 unter Hypoxie 
Hypoxie induziert, wie LPS, eine TNF-α-Freisetzung an humanen primären 
Makrophagen (Kapitel 5.1.1). STW5 war in der Lage, der unter GD bzw. OGD 
erhöhten Freisetzung von TNF-α konzentrationsabhängig entgegenzuwirken (Abb. 
58). Dies lässt auf eine starke antiinflammatorische Aktivität des Phytopharmakons 
unter hypoxischen Bedingungen schließen. Hierfür spricht auch die Tatsache, dass 
STW5 unter hypoxischen Bedingungen die Stoffwechselaktivität humaner primärer 
Makrophagen weiter herabsetzte und den Zelluntergang steigerte (Abb. 57). STW5 
setzt also nicht nur die Produktion proinflammatorischer Zytokine herab, sondern 
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wirkt auch toxisch auf immunkompetente Zellen. Auf diese Weise, also durch 
Eindämmung der überschießenden Immunreaktionen, kann STW5 einen Beitrag in 
der Behandlung chronisch entzündlicher Darmerkrankungen liefern. 
Entzündetes Gewebe ist häufig hypoxisch. Der Sauerstoffmangel wird bei chronisch 
entzündlichen Darmerkrankungen zusätzlich durch Vitamin-B12-Mangel verstärkt, 
welcher zu Anämie führen kann. Die anhaltende Überreaktion des Immunsystems, 
Hypoxie und reaktive Sauerstoffspezies schädigen das Darmgewebe und damit 
auch Zellen des enterischen Nervensystems [Barreton & Aust 2008]. Diese Überlegungen 
führten dazu, die Wirkung von STW5 in den etablierten Hypoxiemodellen zu testen.  
 
Auf neuronale Zellen von Ratte und Mensch wirkte STW5 stoffwechselsteigernd und 
senkte den Zelluntergang (Abb. 61, Abb. 63). Dieser protektive Effekt konnte unter 
hypoxischen Bedingungen jedoch nicht beobachtet werden. Lediglich in einer 
Konzentration von 51,2 µg/ml konnte STW5 die GD-induzierte Verminderung der 
Stoffwechselaktivität umkehren.  
Humane Makrophagen und Makrophagen der Ratte reagierten auf eine Inkubation 
mit STW5 ebenfalls mit einer Steigerung der Stoffwechselaktivität und einem 
verminderten Zelluntergang (Abb. 62, Abb. 64). Im Gegensatz zu den Ergebnissen 
für neuronale Zellen konnte diese protektive Wirkung von STW5 bei den 
makrophagenähnlichen Zelllinien auch unter Hypoxie beobachtet werden. 
Interessanterweise zeigte hier ebenfalls die geringere Konzentration unter 
Glucoseentzug den stärkeren Einfluss. STW5 wirkte demnach an den untersuchten 
makrophagenähnlichen Zelllinien THP-1 und NR8383 den hypoxieinduzierten 
toxischen Effekten entgegen. Untersuchungen zur antioxidativen Wirkung von STW5 
ergaben eine Hemmung der Xanthinoxidase und der Myeloperoxidase. Außerdem 
wurden zahlreiche radikalbindende Eigenschaften nachgewiesen 
[Schempp et al. 2003, 2004 2006; Germann et al. 2006]. Die Verminderung der reaktiven 
Sauerstoffspezies-Konzentration durch STW5 kann ursächlich für die protektive 
Wirkung unter Hypoxie sein. Die an den Makrophagenzelllinien beobachteten 
Effekte stehen allerdings im Widerspruch zu der oben beschriebenen Wirkung von 
STW5 auf hypoxische primäre Makrophagen. Dort wirkte STW5 nicht protektiv, 
sondern verstärkte die hypoxieinduzierte Zellschädigung. Das Protein OPR 150 
wird, wie schon erwähnt, für das Überleben von Makrophagen in hypoxischen 
Gebieten verantwortlich gemacht [Tsukamoto et al. 1996; Ozawa et al. 1999]. Eine mögliche 
Erklärung für die gegensätzlichen Effekte ist daher, dass STW5 an humanen 
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primären Makrophagen das Protein OPR 150 bzw. dessen Signalweg blockiert und 
so zum Zelluntergang führt. Doch wie bereits in Kapitel 5.1.2 diskutiert, scheint 
OPR 150 bei Zelllinien keinen bzw. nur in sehr geringem Ausmaß Einfluss auf 
hypoxieinduzierten Zelluntergang nehmen zu können. Deshalb überwiegen an 
Zelllinien die antioxidativen bzw. radikalbindenden Eigenschaften von STW5.  
 
STW5 wirkt auch unter hypoxischen Bedingungen antiinflammatorisch an humanen 
primären Makrophagen und zytoprotektiv an makrophagenähnlichen Zelllinien. Die 
Ergebnisse bestätigen damit bekannte Eigenschaften des in der Praxis bewährten 
Phytopharmakons. Damit wurde der Nachweis erbracht, dass in den etablierten 








Der Hirninfarkt zählt zu den häufigsten Erkrankungen und ist die dritthäufigste 
Todesursache in Deutschland. Ursache sind meist Gefäßverschlüsse aufgrund 
atherosklerotisch bedingter Wandveränderungen oder thrombotischer Verschlüsse. 
Dadurch kommt es zu einer Unterversorgung des Gewebes mit Sauerstoff und 
Nährstoffen. Vor allem neuronale Zellen werden durch ihren hohen 
Energieverbrauch und der geringen Sauerstoffreserven geschädigt. Makrophagen 
akkumulieren im hypoxischen Gewebe und steuern die inflammatorischen 
Reaktionen. Sie tragen zur Progression der Gefäßverschlüsse bei. Bisher besteht 
die einzige Therapie des Hirninfarktes in der Rekanalisation der betroffenen Gefäße 
durch Thrombolyse. Das geringe zur Verfügung stehende Zeitfenster hierbei sowie 
die begrenzten Behandlungserfolge machen die Suche nach neuen 
Therapieansätzen und protektiven Wirkstoffen unerlässlich. Dazu bedarf es 
geeigneter Modelle, in denen Mechanismen der Zellschädigung untersucht und 
potentiell protektive Wirkstoffe getestet werden können.  
 
Im ersten Teil der Arbeit sollten zellbasierte Hypoxiemodelle etabliert und 
charakterisiert werden. Dazu wurde das Verfahren der Oxygen-Glucose-Deprivation 
genutzt.  
Es wurden zellbiologische, elektrophysiologische und immunologische Parameter 
humaner primärer Makrophagen unter Hypoxie bestimmt.  
Hypoxie kann an Makrophagen einen angepassten Stoffwechsel und zytoprotektive 
Mechanismen induzieren. Dazu trägt eine Erhöhung der ATP-induzierten 
Einwärtsströme bei, die vermutlich auf die gesteigerte Expression des P2X7-
Rezeptors zurückführen ist. Dies unterstreicht die wichtige Rolle des Rezeptors bei 
der Aktivierung der Makrophagen. Die Aktivierung der Makrophagen durch Hypoxie 
wurde durch eine erhöhte TNF-α-Freisetzung bestätigt. 
Zelllinien eignen sich durch ihre hohe Verfügbarkeit und ihre Homogenität für 
Hochdurchsatzuntersuchungen. Deshalb wurden je zwei neuronale und 
makrophagenähnliche Zelllinien von Mensch und Ratte ausgewählt und hinsichtlich 
ihres Verhaltens unter hypoxischen Bedingungen charakterisiert. Als Modell für 
Makrophagen standen die Zelllinie THP-1 (human) und NR8383 (Ratte) zur 
Verfügung. Neuronale Zellen repräsentierten die Zelllinien SH-SY5Y (human) und 
B104 (Ratte).  
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Die makrophagenähnlichen Zelllinien reagierten auf Hypoxie wie humane primäre 
Makrophagen mit einem angepassten Stoffwechsel. Die bei primären Makrophagen 
beobachtete Hemmung des Zelluntergangs konnte hier nicht gezeigt werden. Damit 
bestätigten unsere Untersuchungen Literaturangaben, dass makrophagenähnliche 
Tumorzelllinien nicht in gleichem Maß wie Primärzellen in der Lage sind, ihr 
Überleben unter Hypoxie zu sichern. Die Schrumpfung von THP-1-Zellen, erkennbar 
durch eine starke Verkleinerung der Somafläche, kann durch nekrotische Prozesse 
erklärt werden. Dafür spricht auch, dass keine apoptotischen Merkmale gefunden 
wurden.  
An neuronalen Zellen wirkte Hypoxie zytotoxisch. Es konnte ein verminderter 
Stoffwechsel und ein stark erhöhter Zelluntergang nachgewiesen werden. Trotz 
verstärktem Zelluntergang wurde eine Verlängerung der Neuriten und eine stärkere 
Verzweigung der Zellen beobachtet. Das bestätigt Literaturangaben, in denen für 
reversibel geschädigtes Gewebe in Infarktnähe neuronale Plastizität beschrieben 
wurde.  
Mit den Untersuchungen ist es uns gelungen, zellbasierte Hypoxiemodelle zu 
etablieren, die sich zum Screening in der Wirkstoffforschung eignen. 
 
Adenin wurde 2002 als endogener Ligand an einem G-Protein-gekoppelten 
Rezeptor der Ratte identifizert. Der Adeninrezeptor stellt den ersten Vertreter einer 
neuen Klasse der Purinrezeptoren, den P0-Rezeptoren, dar.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die mRNA des Adeninrezeptors erstmals an Zellen 
der neuronalen Zelllinie B104 und der makrophagenähnlichen Zelllinie NR8383 
nachgewiesen. Durch Einsatz des endogenen Liganden Adenin und der Substanz 
PSB-08162 konnte das Vorkommen des Rezeptors an den neuronalen und 
makrophagenähnlichen Zelllinien von Mensch und Ratte pharmakologisch bestätigt 
werden.  
An den Zelllinien der Ratte wirkten geringere Konzentrationen und kürzere 
Expositionszeiten von Adenin protektiv, höhere Konzentrationen und eine längere 
Inkubationszeit führten zum Zelluntergang. Der Adeninrezeptor ist bei Ratten 
vermutlich an der Regulation des Zelluntergangs beteiligt. Die Substanz PSB-08162 
hatte in den Untersuchungen einen Eigeneffekt und zeigte adeninähnliche Wirkung. 
Dies spricht für eine partialagonistische Wirkung. 
An humanen Zelllinien wurden je nach Zelltyp unterschiedliche Effekte beobachtet. 
An neuronalen Zellen wirkte Adenin zytotoxisch, bei Makrophagen steigerte es die 
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Stoffwechselaktivität. Auch hier hatte PSB-08162 partialagonistische Wirkungen. Es 
hatte an beiden Zelllinien zytotoxische Effekte.  
Eine protektive Wirkung von Adenin konnte unter hypoxischen Bedingungen nicht 
nachgewiesen werden. Adenin hatte keinen Einfluss auf Stoffwechselaktivität und 
Zelluntergang bei Zellen der Ratte, trotz gesteigerter mRNA-Expression des 
Rezeptors. PSB-08162 führte zu einer Verminderung der hypoxieinduzierten 
Zellschädigung an beiden Zelllinien der Ratte und an der humanen neuronalen 
Zelllinie SH-SY5Y. Diese Befunde sprechen dafür, dass endogenes Adenin als 
Gefahrsignal in Regulationsmechanismen des Zelluntergangs involviert ist, 
vergleichbar mit ATP. Im Gegensatz dazu verstärkte PSB-08162 an der humanen 
makrophagenähnlichen Zelllinie den OGD-induzierten Zelluntergang. Ursache 
hierfür könnte die Existenz eines Subtyps des Rezeptors mit gegensätzlichen 
Funktionen sein, der gewebespezifisch exprimiert wird.  
Eine Interaktion des Adenin- mit dem Adenosin-A1-Rezeptor, wie in unserer 
Arbeitsgruppe durch elektrophysiologische Untersuchungen an Hirnschnitten der 
Ratte gezeigt, wurde an den neuronalen Zelllinien von Ratte und Mensch bestätigt. 
Unter hypoxischen Bedingungen führte die Interaktion an neuronalen Zellen der 
Ratte zu einer Verstärkung des Zelluntergangs. An humanen neuronalen Zellen war 
eine Interaktion unter diesen Bedingungen nicht nachweisbar. 
 
Im letzten Teil der Arbeit sollte geprüft werden, ob das bewährte Phytopharmakon 
STW5 (Iberogast) hypoxieinduzierte zellschädigende Effekte beeinflussen kann.  
STW5 wirkt antiinflammatorisch. Die LPS-vermittelte Aktivierung humaner primärer 
Makrophagen bewirkte einen Anstieg der spannungsinduzierten Auswärtsströme, 
wahrscheinlich vermittelt durch die Kaliumkanäle Kv1.3, Kv1.5 und BK („big 
conductance“-Kaliumkanal). STW5 blockierte diesen Effekt vollständig. Ein 
Antagonismus am CD14-Rezeptor bzw. Toll-Like-Rezeptor 4 wäre denkbar. Hypoxie 
erhöht ebenfalls die TNF-α-Freisetzung von Makrophagen. Dieser Effekt wurde in 
Gegenwart von STW5 vollständig aufgehoben. STW5 führte außerdem zu einem 
verstärkten Zelluntergang von aktivierten primären Makrophagen, welche 
bekanntlich die inflammatorische Antwort des Organismus durch Freisetzung 
proinflammatorischer Zytokine intensivieren. Dadurch führt es zusätzlich zu einer 
Hemmung der Entzündungsreaktion. 
Unter Normbedingungen steigerte STW5 die Stoffwechselaktivität und verminderte 
den Zelluntergang bei allen vier Zelllinien. Dieser protektive Effekt des 
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Phytopharmakons wurde unter hypoxischen Bedingungen lediglich an den 
Makrophagenzelllinien THP-1 (human) und NR8383 (Ratte) beobachtet.  
 
Es wurden erfolgreich zellbasierte Hypoxiemodelle etabliert und charakterisiert. An 
diesen Modellen wurden zwei mögliche Therapieansätze zur Behandlung 
hypoxieinduzierter Gewebeschäden getestet. 
Zunächst wurde der Adeninrezeptor an Zelllinien der Ratte und humanen Zellinien 
nachgewiesen sowie seine Wirkung auf zellbiologische Prozesse charakterisiert. 
Damit liegt erstmals der pharmakologische Hinweis für die Existenz eines humanen 
Adeninrezeptors vor. Unter hypoxischen Bedingungen zeigte die Substanz 
PSB-08162 protektive Wirkungen.  
Für das Phytopharmakon STW5 konnten antiinflammatorische und zytoprotektive 
Wirkungen unter Hypoxie herausgearbeitet werden. Die Blockade von 
Kaliumströmen an aktivierten Makrophagen konnte als ein Mechanismus für die 





The ischemic stroke is one of the most common diseases and ranks third in death 
causes in Germany. In most cases such an insult is provoked by vascular occlusions 
which lead to a deprivation of oxygen and nutrients. Particularly, neuronal cells are 
damaged because of their high energy consumption and low oxygen resources. 
Macrophages accumulate at hypoxic sites, actuate inflammatory responses, and 
trigger progression of atherosclerotic lesions. So far thrombolysis is the exclusive 
strategy to treat ischemic stroke. A narrow time frame and limited treatmental 
success limit this therapy. Therefore new therapeutic approaches and protective 
agents are necessary. Suitable models are the base to study mechanisms of cell 
damage and to test potential protective substances.  
 
The first part of the study aims at establishing cell-based models for hypoxia. Cells 
were characterised after oxygen and/or glucose deprivation. 
Cell biological, electrophysiological and immunological parameters of human blood-
derived macrophages were determined. 
Macrophages were able to adapt their metabolic activity to hypoxic situations and 
mechanisms for survival were activated. In addition ATP-induced currents increased, 
maybe by an upregulation of P2X7 receptors. The P2X7 receptor plays a crucial role 
during the activation of macrophages. Hypoxia leads to the activation of 
macrophages. This fact was confirmed by an increase in TNF-α release.  
Due to their availability and homogeneity, cell lines are suited for high-throughput 
analyses. Two macrophage-like and neuronal cell lines of man and rat were used in 
this study. Hypoxia-induced changes were analysed. The cell lines THP-1 (human) 
and NR8383 (rat) represented a model for macrophages. The cell lines SH-SY5Y 
(human) and B104 (rat) are typical models for neuronal cells.  
Macrophage-like cell lines were capable to adapt their metabolic activity to hypoxic 
situations similar to primary human macrophages but were not able to prevent cell 
death. These results confirm recent findings claiming that cell lines do not induce 
mechanisms to ensure their survival under hypoxic conditions as primary 
macrophages can do it. A shrinking of THP-1 cells was measured due to necrotic 
processes assisted by a lack of apoptotic features. 
Hypoxia had cytotoxic effects on neuronal cells. In spite of a decrease in metabolic 
activity and increase of cell death, an elongation of neurites and augmented 
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branching was observed. These results verify recent research on neuronal plasticity 
at the peri-infarct zone. 
We successfully established cell-based models for hypoxia which are useful for 
screening of agents in modern drug research. 
 
In 2002 adenine was identified as an endogenous ligand of a G-protein coupled 
receptor in rats. The adenine receptor represents the third family of purine receptors 
and is named P0 class.  
mRNA of this receptor was detected for the first time in cells of the neuronal cell line 
B104 and the macrophage-like cell line NR8383. Using pharmacological tools the 
presence of the adenine receptor was shown at neuronal and macrophage-like cell 
lines of man and rat.  
Adenine had protective effects on cells of rats in lower concentrations and during 
short-term incubation whereas higher concentrations and long-term incubation were 
followed by cell death. It seems that in rats the adenine receptor is involved in the 
regulation of cell death. PSB-08162, described as an adenine receptor antagonist, 
had a distinct effect and acted in an adenine-like manner. Probably PSB-08162 has 
partial agonistic activity. 
Cell type-dependencies were observed on human cells. Adenine had cytotoxic 
effects on neuronal cells and increased metabolic activity of macrophages. Partial 
agonistic properties of PSB-08162 were also registered. It acted cytotoxic on both 
cell types. 
Under hypoxia adenine did not schow protective effects. No influence of adenine on 
metabolic activity or cell death was found although the expression of mRNA was 
increased. PSB-08162 decreased hypoxia-induced cell damage of rat cells and 
human neuronal cells. It could not be excluded that endogeneous adenine acts as a 
danger signal and is involved in regulating cell death. PSB-08162 enforced cell 
death on human macrophage-like cells. Our findings point to the existence of a 
receptor subtype which expression is tissue specific.  
An interaction of adenine and adenosine A1-receptor was shown on neuronal cells of 
man and rat, as also proven through electrophysiological investigations at rat brain 
slices in previous studies of our group. Under hypoxic conditions the interaction led 
to enhancement of cell death of rat cells whereas adenine and A1R did not interact 




Finally, the ability of the phytopharmacon STW5 to influence hypoxia-induced cell 
damage was analysed. 
It is well documented that STW5 has antiinflammatory effects. LPS-triggered 
activation of human blood-derived macrophages led to an increase of voltage-
induced currents, probably mediated by the potassium channels Kv1.3, Kv1.5 and 
big conductance potassium channels. STW5 blocked this effect possibly through an 
antagonsim at CD14 receptor or toll-like receptor 4. STW5 antagonised hypoxia-
induced increased release of TNF-α in human macrophages and enforced damage 
of activated macrophages. Macrophages trigger inflammation by release of 
proinflammatory cytokines. The enhancement of cell death by STW5 is a secondary 
mechanism by which it contributes to attenuate the inflammation. 
STW5 stimulated the metabolic activity and decreaseed the cell death in all cell lines 
under normoxic conditions. Under hypoxic conditions cytoprotective effects of STW5 
could be observed for the macrophage-like cell lines THP-1 (human) and NR8383 
(rat). 
 
We successfully established and characterised cell-based models for hypoxia. Two 
potential therapeutic approaches for hypoxia-induced tissue damage were tested 
using these models. 
Firstly, the adenine receptor was detected in human and rat cell lines. Its effects on 
cellular processes were investigated. The existence of an adenine receptor was 
described pharmacologically on human cells for the first time. In our model 
PSB-08162 acted as a partial agonist and had protective effects on neuronal and 
macrophage-like rat cells and human neuronal cells under hypoxic conditions. 
The phytopharmacon STW5 showed antiinflammatory and cytoprotective properties 
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